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POVZETEK 
Testiranje sproščanja se uporablja pri razvoju novih zdravil, za napovedovanje in vivo 
obnašanja farmacevtskih oblik in učinkovin ter v kontroli kakovosti. 
Namen našega dela je bilo ovrednotenje metode pretočne celice, Aparature 4 (Ph Eur in 
USP), za spremljanje sproščanja težko topne učinkovine iz farmacevtske oblike s 
takojšnjim sproščanjem, z uporabo statističnega pristopa pri načrtovanju eksperimentov, za 
kar smo uporabili program MODDE. 
Spreminjali smo različne faktorje in interakcije med njimi: dve tableti z različno vsebnostjo 
pomožnih snovi (T1 in T2), štiri različne medije za sproščanje (vodo, kalijev fosfatni pufer 
pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5 in simuliran želodčni sok pH 1,2), nastavljeni pretoki skozi 
celice so bili 4, 8 in 16 mL/min, uporabili smo dve različni celici: manjšo s premerom 12 
mm in večjo s premerom 22,6 mm. Za analizo smo uporabili že razvito analizno metodo 
(tekočinska kromatografija visoke ločljivosti). Določili smo tudi topnost modelne 
učinkovine v prisotnosti vseh komponent tablet. Eksperimentalni načrt je vseboval nabor 
najboljših 28 eksperimentov za reševanje našega problema. Poleg tega smo za primerjavo 
sproščanja iz T1 in T2 izvedli še štiri dodatne. Pri vseh testih smo kontrolirali ustreznost 
pretoka skozi celice. Rezultate smo uredili in jih vnesli v program MODDE, ta je izdelal 
model, ki smo ga tudi interpretirali. Sledila je uporaba modela.  
Naš model se je dobro prilegal odzivom (odstotkom sproščene modelne učinkovine v 
določenem časovnem intervalu). Model je imel skoraj v vseh časovnih intervalih odlično 
napovedno moč, ustrezno veljavnost ter zelo dobro ponovljivost. Pri interpretaciji modela 
smo ugotovili, da na odzive najbolj vplivajo mediji za testiranje sproščanja, med njimi 
najbolj voda. Velik vpliv imata še pretok skozi celice ter interakcija med pretokom in 
posameznim medijem. Model smo uporabili za izračun odzivov za vse kombinacije 
faktorjev. S pomočjo teh podatkov smo izračunali razmerja med odstotki sproščene 
učinkovine iz T1 in T2. Razmerja, izračunana iz predvidenih podatkov, smo primerjali z 
razmerji, izračunanimi iz eksperimentalnih podatkov. Najboljše ujemanje smo dobili za 
medij voda ter medij kalijev fosfatni pufer pH 6,8. Ugotovili smo tudi, da smo najbolj 
primerljive eksperimentalno pridobljene rezultate z in vivo podatki, dobili s testiranjem 
sproščanja v vodi in kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8. Po pregledu vseh razmerij 
(predvideni odzivi) smo ugotovili, da se in vivo podatkom najbolj približamo z uporabo 
manjše celice, s premerom 12 mm ter nastavitvijo večjega pretoka pri testiranju sproščanja.  
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ABSTRACT 
Release testing is used in the development of new medicines, for predicting in vivo 
behaviour of pharmaceutical forms and active substances, and in quality control. 
The purpose of our work was the evaluation of the flow-through cell method, Apparatus 4 
(Ph Eur and USP), to monitor the release of poorly soluble active substance from a 
pharmaceutical form with immediate release, using a statistical approach in experiment 
planning, for which the MODDE program was used. 
Various factors were changed, as were the interactions between them: two tablets with 
varying content of excipients (T1 and T2); four different dissolution media 
(water, potassium phosphate buffer pH 6.8, acetate buffer pH 4.5, and simulated gastric 
fluid pH 1.2); the flow through the cells was set to 4, 8 and 16 mL/min; two different cells 
were used: a smaller one with the diameter of 12 mm and a bigger one with the diameter of 
22.6 mm. For the analysis, an already developed method of analysis was used (High-
performance liquid chromatography). We also specified the solubility of the model active 
substance in the presence of all components of the tablets. The design of the experiment 
included a selection of 28 best experiments for solving our problem. In addition, four more 
experiments were conducted to compare the release from T1 and T2. In all tests, the 
adequacy of the flow through the cells was monitored. The results were sorted and entered 
in the MODDE program. The program produced a model, which we also interpreted. This 
was followed by the use of the model.  
The model was compatible with the responses (percent of model substance released in a 
certain time interval). In almost every time interval, the model had an excellent predictive 
power, sufficient validity and very good repeatability. The interpretation showed, that the 
media for release testing, most notably water, affect the responses the most. The flow 
through the cells and the interaction between the flow and the individual media also have a 
great influence. The model was used to calculate the responses for all combinations of 
factors. Using these data, the ratios between the percent of released active substance from 
T1 and T2 were calculated. The ratios calculated from the predicted data were compared 
with the ratios calculated from the experimental data. The best match was obtained for the 
medium of water and the medium of potassium phosphate buffer pH 6.8. We also found 
that the most comparable results with in vivo data were obtained by experiments of release 
testing in water and potassium phosphate buffer pH 6.8 The examination of all the ratios 
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(predicted responses) showed that the in vivo data were most closely approximated by 
using a smaller cell with the diameter of 12 mm and adjusting the higher flow rate for 
release testing. 
KLJUČNE BESEDE 
Metoda pretočne celice, statistični pristop pri načrtovanju eksperimentov, težko topna 
učinkovina. 
KEY WORDS 
Flow-through cell method, statistical approach in experiment planning, poorly soluble 
active substance.   
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SEZNAM OKRAJŠAV 
BCS – Biopharmaceutics classification system, biofarmacevtski klasifikacijski sistem 
COST pristop – changing one separate factor at a time 
DOE – Design of Experiment, načrtovanje eksperimentov 
FDA – United States Food and Drug Administration, ameriški vladni urad za hrano in 
zdravila 
GIT – gastrointestinalni trakt 
HPLC – High-performance liquid cromatography, tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti 
IVIVC – in vitro – in vivo correlation, in vitro – in vivo korelacija 
Ph Eur – Europeian Pharmacopoeia, Evropska farmakopeja 
PVDF - Polyvinylidene fluoride 
RSD – relativni standardni odklon 
RSM – Response Surface Methodology 
SD – standardni odklon 
USP – United States Pharmacopoeia, Ameriška farmakopeja 
UV-VIS – Ultraviolet-visible spectroscopy, ultravijolična in vidna spektrofotometrija 
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1. UVOD 
1.1. SPLOŠNO O TESTIRANJU SPROŠČANJA 
Testiranje sproščanja se uporablja pri razvoju novih zdravil, za napovedovanje in vivo 
obnašanja farmacevtskih oblik in učinkovin ter v kontroli kakovosti. S pomočjo testiranja 
sproščanja lahko v zgodnjih stopnjah razvoja optimiziramo lastnosti farmacevtske oblike, 
ki vplivajo na biološko uporabnost zdravilne učinkovine in zmanjšamo število 
bioekvivalenčnih študij. Za potrebe kontrole kakovosti spremljamo sproščanje zdravilne 
učinkovine iz različnih serij zdravila.(1, 2) 
Farmakopejske aparature za testiranje raztapljanja (USP in Ph. Eur.): 
 Aparat 1, rotirajoče košarice, 
 Aparat 2, vesla, 
 Aparat 3, recipročni cilinder, 
 Aparat 4, pretočne celice. 
1.2. POGOJI V PREBAVNEM TRAKTU 
Na sproščanje in absorpcijo zdravilnih učinkovin iz peroralnih farmacevtskih oblik 
vplivajo različni fiziološki dejavniki vzdolž prebavnega trakta. Ti dejavniki so pH 
vrednost, prisotnost encimov, gibanje (motiliteta), prisotnost hrane, izločanje sekretov, 
prisotnost mikroorganizmov, bolezni, volumen vode v prebavnem traktu. 
Za večino peroralnih farmacevtskih oblik se razpadanje in raztapljanje začne v želodcu. 
Vrednost pH v praznem želodcu je od pH 1 do pH 3. Prisotnost hrane in tekočine pH zviša 
(odvisno od količine in vrste hrane). 
Zdravilne učinkovine se absorbirajo v črevesu. V tankem črevesu se pH v primerjavi z 
želodcem zelo poviša. Vrednosti so pH 6 v dvanajstniku, približno 6,6 v jejunumu ter 7,5 
na koncu ileuma. Prehod skozi tanko črevo okvirno traja od tri do štiri ure. V debelem 
črevesu se pH spet zniža zaradi prisotnosti mikroorganizmov, lahko tudi do vrednosti pH 
5,5. Vrednost pH nato vzdolž debelega črevesa narašča do pH 7 v rektumu. Čas prehoda 
debelega črevesa je 1 do 2 dni. Za absorpcijo učinkovin po peroralni aplikaciji 
farmacevtskih oblik rektum ni pomemben.(2, 3) 
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1.3. SPROŠČANJE, RAZTAPLJANJE IN TOPNOST (2) 
Prvi pogoj, da peroralna farmacevtska oblika s takojšnjim sproščanjem v nadaljevanju 
doseže svoj učinek je, da se zdravilna učinkovina najprej sprosti iz farmacevtske oblike. 
Gre za proces prehoda zdravilne učinkovine iz farmacevtske oblike v okoliški medij, v 
katerem je učinkovina raztopljena. Kadar na sproščanje iz farmacevtske oblike ne vplivajo 
pomožne snovi ter način vgradnje zdravilne učinkovine v farmacevtsko obliko, lahko za 
prehod zdravilne učinkovine iz farmacevtske oblike v okoliški medij uporabimo tudi izraz 
raztapljanje.  
Proces sproščanja vključuje tudi raztapljanje učinkovine v tekočinah gastrointestinalnega 
trakta. 
Raztapljanje je prehod molekul ali ionov iz trdne faze (če gre za trdno snov (učinkovino) 
ali snov vgrajeno v trdno farmacevtsko obliko) v raztopino. Raztopino sestavljata topilo 
(navadno največji delež) in topljenec, ki ga raztopimo v topilu.  
Hitrost raztapljanja je definirana kot sprememba koncentracije zdravilne učinkovine v 
časovnem intervalu pod določenimi pogoji (temperatura, sestava medija, stik med topilom 
in topljencem). 
Hitrost raztapljanja ponazorimo z Noyes-Whitneyevo enačbo: 
𝑑𝐶
𝑑𝑡
=
𝑘 × 𝑃
𝑉
 (𝐶𝑠 − 𝐶) 
[Enačba 1] 
𝑑𝐶/𝑑𝑡 = hitrost raztapljanja 
k = konstanta hitrosti raztapljanja 
P = površina na kateri raztapljanje poteka 
V = volumen, v katerem raztapljanje poteka 
Cs = topnost 
C = koncentracija raztopljene substance v okoliški raztopini 
»SINK POGOJI« 
S tem izrazom opišemo pogoje med raztapljanjem, pri katerih je koncentracija učinkovine, 
ki je raztopljena v mediju, zelo nizka in ne vpliva na raztapljanje tistega dela učinkovine, 
ki še ni raztopljen.(2) 
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Zdravilna učinkovina, ki je dobro permeabilna, se v prebavnem traktu absorbira takoj, ko 
se sprosti. Dokler so koncentracije zdravilne učinkovine v tekočinah prebavnega trakta (na 
mestu absorpcije) dovolj nizke, raztapljanje poteka pod »sink pogoji«.(2, 4) 
Pogoj za »sink pogoje« pomeni volumen medija, ki je od trikrat, po nekaterih podatkih tudi 
od pet do desetkrat, večji od volumna medija, ki ga potrebujemo, da dobimo nasičeno 
raztopino zdravilne učinkovine.(5) 
VPLIV pH MEDIJA NA HITROST RAZTAPLJANJA ŠIBKIH KISLIN IN ŠIBKIH BAZ 
Z nižanjem pH vrednosti medija se zmanjšuje hitrost raztapljanja šibkih kislin. V 
želodčnem mediju bo torej hitrost raztapljanja šibkih kislin manjša kot v črevesnem 
mediju. Obratno velja za šibke baze.(2, 6) 
1.3.1. TOPNOST 
Topnost je osnovna fizikalno kemijska lastnost spojin. S povečevanjem topnosti se poveča 
tudi hitrost raztapljanja, to pa drži le, če ostanejo vsi ostali parametri v Noyes-Whitneyevi 
enačbi nespremenjeni.(2) 
Topnost je največja količina topljenca, ki se raztopi v določenem volumnu topila. Odvisna 
je od fizikalno kemijskih lastnosti topljenca in topila ter temperature in tlaka. 
Termodinamska (ravnotežna) topnost je nasičena topnost spojine na koncu procesa 
raztapljanja, ko je raztopljena spojina v ravnotežju z neraztopljenim presežkom.(7) 
1.3.2. BIOFARMACEVTSKA (BCS) KLASIFIKACIJA 
BCS klasifikacija razvrsti zdravilne učinkovine glede na topnost v vodnih medijih in 
permeabilnost v prebavnem traktu.(8) Topnost je pomembna za raztapljanje učinkovine, 
permeabilnost pa opisuje prehod učinkovine preko lipofilne bariere.(2) 
Preglednica I: BCS klasifikacija 
Razred Topnost Permeabilnost 
I dobra dobra 
II slaba dobra 
III dobra slaba 
IV slaba slaba 
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Če je permeabilnost dobra, se po peroralni aplikaciji absorbira več kot 90 % učinkovine iz 
odmerka, dobra topnost pa pomeni, da se v 250 mL ali manj vodnega medija raztopi 
zdravilna učinkovina iz največjega odmerka zdravila v območju od pH 1 do pH 7,5.(8, 9) 
1.4. PRETOČNE CELICE, USP APARAT 4 
1.4.1. SPLOŠNO O METODI PRETOČNIH CELIC 
Metoda pretočnih celic se je za testiranje sproščanja prvič pojavila leta 1957. Razvili so jo 
pri FDA. Metodo so prevzele Ameriška (leta 1995), Evropska (leta 2007) in Japonska 
farmakopeja, postala je uradna farmakopejska metoda. Po Ameriški in Evropski 
farmakopeji je metoda pretočnih celic Aparat 4, po Japonski pa Aparat 3.(1, 10) 
Aparat 4 se uporablja za testiranje sproščanja iz tablet, praškov, svečk, želatinastih kapsul, 
implantantov, stentov in poltrdnih farmacevtskih oblik.(1)  
Pretočne celice so primerne za testiranje sproščanja učinkovin s slabo topnostjo, saj 
omogočajo (pri odprtem sistemu) dotok svežega medija ves čas sproščanja. 
Za učinkovine, ki se raztapljajo zelo počasi, imamo še vedno omejitev, saj maksimalen 
pretok pomeni razredčitev vzorca na tako majhno koncentracijo, da ga je težko analizno 
določiti. Pomembno pri metodi je, da se določi pravi pretok in dovolj dolg čas 
raztapljanja.(5) 
Prednost aparature je tudi možnost uporabe več različnih medijev (z različnimi pH) med 
testom sproščanja, kar simulira pogoje v prebavnem traktu. Pretoki, ki jih lahko nastavimo 
in pogoji, ki pri tem nastanejo v celicah posnemajo hidrodinamske pogoje v prebavnem 
traktu. 
Slabost metode je slaba kontrola temperature znotraj celice, težko je predvideti najbolj 
ustrezen pretok, problem pa je tudi premikanje farmacevtske oblike v celici tekom testa 
sproščanja. 
Najpomembnejši dejavniki, ki vplivajo na rezultate testiranja, so: pretok skozi celice, medij 
za sproščanje, izbira ter priprava celic za določeno farmacevtsko obliko, temperatura.(10)  
Pri metodi pretočnih celicah ločimo dva sistema: 
 odprt: svež medij iz rezervoarja za medij ves čas testa teče skozi celice, 
 zaprt: imamo določen volumen medija, ki kroži v sistemu. 
Pri odprtem sistemu je večja možnost, da dosežemo »sink pogoje«, kar je pomembno za 
slabo topne učinkovine. Odprt sistem pri pretočnih celicah posnema dogajanje v telesu. 
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Učinkovina se odstranjuje iz celice in zbira v epruvetah. Na ta način se v celicah vzpostavi 
stanje, ko se lahko raztopi nova količina učinkovine. Gre za posnemanje absorpcije in s 
tem odstranjevanje z mesta raztapljanja. 
Testiranje je lahko »on-line« ali »off-line«. Pri »on-line« načinu so vzorci analizirani 
tekom testiranja sproščanja, saj do epruvet potujejo čez kivete, nameščene v 
spektrofotometru, ki je povezan z aparaturo za testiranje sproščanja. Pri »off-line« načinu 
vzorce analiziramo po končanem testu, na ločeni aparaturi, na primer aparaturi za HPLC. 
Z uporabo metode moramo dobiti relevantne, primerljive in ponovljive podatke, zato 
morajo biti znani in ovrednoteni vsi dejavniki, ki vplivajo na rezultate testiranja. 
Uporabljati je potrebno naprave, ki so primerne, upoštevajo vse zahteve ter so 
kvalificirane.(11) 
1.4.2. SESTAVA APARATURE 
Sestavni deli aparature za »off-line testiranje« (aparaturo smo pri naših testiranjih 
uporabljali tudi mi): 
 Sotax CE 7smart aparat za raztapljanje, 
 sedemkanalna batna črpalka, 
 aparat za preklop medijev, 
 avtomatski vzorčevalnik, 
 osebni računalnik z nameščeno programsko opremo. 
 
Slika 1:Sestavni deli aparature za »off-line testiranje« 
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 Aparat za raztapljanje ima vgrajeno vodno kopel, ki ogreva medij za test raztapljanja na 
temperaturo 37°C +/- 0,5°C.  
 Črpalka črpa medij po cevkah do celic. Pri prehodu čez vodno kopel se ta ogreje. Batna 
črpalka deluje s 120 pulzi/minuto (+/- 10 pulzov na minuto). Pomembno je, da medij 
pred testom raztapljanja razplinimo, saj se pri nerazplinjenem mediju zračni mehurčki 
lahko zataknejo v cevkah in povzročijo variabilnost pri pretoku. Mehurčki lahko motijo 
pretok tudi v celici za raztapljanje ali pa se nabirajo na površini farmacevtske oblike in s 
tem vplivajo na to, kolikšna površina farmacevtske oblike je v stiku z medijem za 
raztapljanje. 
 Vzorci se avtomatsko zbirajo v epruvete. Analiziramo jih s HPLC ali drugo primerno 
metodo. Zbrani vzorci v epruvetah nam povedo, koliko učinkovine se je 
raztopilo/sprostilo v določenem časovnem intervalu. 
 Aparat za preklop medijev omogoča, da med testom spremenimo medij za raztapljanje, 
če to želimo.  
Za »on-line« testiranje bi poleg zgoraj naštetih delov potrebovali še UV-VIS 
spektrofotometer, povezan z aparaturo za raztapljanje. Tako bi vzorce lahko analizirali 
tekom testa raztapljanja. 
1.4.3. PARAMETRI METODE 
CELICE 
Celice so valjaste oblike, s koničastim dnom. 
Na voljo je več različnih celic za testiranje različnih farmacevtskih oblik, ki morajo 
ustrezati predpisom v farmakopejah.(1, 4) Poznamo celice za testiranje tablet, praškov, 
granulatov, svečk in implantantov, obližev.(10, 11, 12, 13) 
Za testiranje tablet se običajno uporabljata dve velikosti celic:  
 velika (s premerom 22,6 mm), katere volumen je 19 mL,  
 mala (s premerom 12 mm), katere volumen je 8 mL.(12) 
Celico se vstavi v plašč, skozi katerega se med testom črpa voda iz vodne kopeli, nato pa 
pokrije z nastavkom za filter, v katerega se vstavi filtre. Plašč se na koncu pokrije s 
pokrovčkom in vseh 7 celic vstavi v stojalo za celice ter nato na ustrezno mesto v 
aparaturi. Medij skozi celice potuje navzgor. 
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Slika 2: Celice, vstavljene v aparaturo 
FILTRI 
Filtri preprečujejo prehod neraztopljenih delcev iz celice v cevke in nato v zbirne epruvete. 
Ne smejo povečati pritiska v celici, ker bi s tem lahko vplivali na proces raztapljanja. Izbor 
velikosti por filtra je pomemben, še posebej pri slabo topnih učinkovinah, ki so pogosto 
mikronizirane. 
PRETOK IN HIDRODINAMIKA V CELICI 
Evropska in Ameriška farmakopeja predpisujeta pretoke od 4 do 16 mL/min, dovoljeno 
odstopanje je +/- 5 %.(14) 
Na dnu vsake celice se vstavi steklena kroglica s premerom 5 mm, ki preprečuje iztekanje 
medija iz celice. Nanjo se s stekleno merico vsuje še ustrezna količina manjših steklenih 
kroglic s premerom 1 mm in gostoto 1,52 g/mL. Količina kroglic, ki jih vsujemo v celico, 
je odvisna od velikosti celice. Farmacevtsko obliko lahko položimo na kroglice, lahko jo 
zamešamo med kroglice, obstajajo pa tudi žični nastavki za fiksiranje vzorca v celici.(12) 
Manjše kroglice ustvarjajo laminarni pretok čez celico, kar pomeni, da so tokovnice 
vzporedne. (1, 4) 
Pretok (𝟇) nam pove, kolikšen volumen tekočine preteče skozi izbrani presek cevi v 
določenem času. 
𝜙 =
∆𝑉
∆𝑡
 
[Enačba 2] 
∆V = sprememba prostornine 
∆t = sprememba časa 
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Pretok lahko zapišemo tudi z enačbo: 
𝜙 = 𝑆1 × 𝑣 
[Enačba 3] 
v = hitrost tekočine 
S = presek (S = πr2) 
Zgornja enačba predpostavlja, da je hitrost tekočine (v) enaka po celotnem preseku cevi s 
površino S.(15) 
Pri danem pretoku je hitrost tekočine v manjši celici (zaradi manjšega preseka) za faktor 
3,5 večja od hitrosti tekočine v večji celici.(12, 14) 
1.5. IN VITRO – IN VIVO KORELACIJA 
Pri generičnih zdravilih za pridobitev dovoljenja za promet ni potrebno opraviti 
predkliničnih študij na živalih ter kliničnih na ljudeh. Namesto tega je potrebno dokazati, 
da so generična zdravila bioekvivalentna originatorskim. To pomeni, da poleg varnosti, 
učinkovitosti in kakovosti po jemanju izkazujejo še enak plazemski profil kot originatorska 
zdravila. V ta namen se opravljajo bioekvivalenčne študije.(9) 
IVIVC je osnova za napovedovanje plazemskih koncentracijskih profilov učinkovine iz 
farmacevtske oblike na podlagi in vitro profila raztapljanja.(8) Pove nam, kako dobro 
profil sproščanja odraža absorpcijski profil po aplikaciji iste oblike.(2) Je orodje za 
predvidevanje in vivo rezultatov na podlagi in vitro rezultatov. S pomočjo korelacije 
zmanjšamo število bioekvivalenčnih študij, skrajšamo čas ter zmanjšamo stroške razvoja 
novega zdravila ter ovrednotimo in vitro teste raztapljanja.(16)  
Po USP definiciji izraz in vitro – in vivo korelacija pomeni razmerje med merjenim 
parametrom v živem sistemu po aplikaciji farmacevtske oblike in fizikalno-kemijsko 
lastnostjo iste farmacevtske oblike.(16)  
Po FDA definiciji gre za napovedni matematični model, ki opisuje odnos med in vitro 
lastnostjo farmacevtske oblike (npr. količina raztopljene zdravilne učinkovine) in 
ustreznim in vivo parametrom (npr. plazemska koncentracija).(16) 
Da dosežemo ustrezno IVIVC, moramo za teste raztapljanja uporabiti ustrezno in vitro 
metodo, ki posnema pogoje v prebavnem traktu.(8) 
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1.6. NAČRTOVANJE EKSPERIMENTOV (»DESIGN OF 
EXPERIMENTS – DOE«) 
1.6.1 OPIS 
Običajno eksperimenti potekajo tako, da spreminjamo en faktor naenkrat, dokler ne 
pridemo do rezultatov, ki jih želimo – »COST« pristop (Changing One Separate Factor at a 
Time). Toda ta pristop je neučinkovit, ker spreminjanje samo enega faktorja naenkrat ne 
privede nujno do optimalnih pogojev, saj lahko spregledamo medsebojni vpliv faktorjev. 
Postopek je tudi dolgotrajen in potraten. 
Pri statističnem pristopu pri načrtovanju eksperimentov z izbranimi eksperimenti dobimo 
najboljše informacije, ki jih potrebujemo pri reševanju nekega problema. Najti poskušamo 
optimalno število poskusov, ki nam bodo dali najboljše informacije o našem problemu.  
Načrtovanje nam omogoča določanje vpliva posameznih faktorjev in tudi interakcij med 
faktorji na določen odziv in tako na zastavljen problem. 
Načrtovanje eksperimentov je sistematičen pristop k analizi sistema ali procesa.(17) 
1.6.2. KORAKI PRI NAČRTOVANJU 
Določitev eksperimentalnega cilja 
Oblika eksperimenta je odvisna od cilja poskusa. Trije glavni cilji so: 
 rešetanje – uporablja se na začetku raziskovanja. S pomočjo rešetanja ugotavljamo, 
kateri faktorji najbolj vplivajo na proces ter določamo območja, v katerih bodo 
testirani, 
 optimizacija – poskušamo napovedati odziv za vse kombinacije faktorjev in 
določiti, katera kombinacija faktorjev bo dala optimalne pogoje, 
 testiranje robustnosti – določimo občutljivost procesa na majhne spremembe pri 
faktorjih. Testiranje robustnosti je zadnja stopnja pred potrditvijo ustreznosti 
izdelka. 
Določitev faktorjev 
Faktorji so spremenljivke. S spreminjanjem njihovih nivojev vplivamo na odzive. Pri 
načrtu določimo faktorje in njihove nivoje. 
Faktorje delimo na take, ki jih lahko kontroliramo in na take, ki jih ne moremo kontrolirati, 
ampak imajo vseeno vpliv na rezultat. Delimo jih tudi na procesne faktorje (spreminjamo 
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jih lahko neodvisno drug od drugega) in faktorje, ki jih ne moremo spreminjati neodvisno 
(»mixture factors«).  
Najbolj pogosta delitev faktorjev je na kvalitativne in kvantitativne. Pri kvantitativnih 
faktorjih določimo vrednosti - najvišjo, najnižjo (območje med najnižjo in najvišjo 
vrednostjo faktorja nam da preiskovano območje) in srednjo. Pri kvalitativnih faktorjih 
določimo od dva do pet nivojev. 
Določitev odzivov 
Določimo odzive, ki so povezani s problemom, ki ga rešujemo. V programu MODDE so 
trije tipi odzivov.  
 Standardni odziv: je izmerjen in se nanaša na trenutno raziskavo.  
 Izpeljani odziv: je umeten odziv, ki je izračunan kot funkcija faktorjev in/ali 
standardnega ali povezanega odziva.  
 Povezan odziv: je odziv, ki se nanaša na trenutno raziskavo, vendar je bil določen 
pri drugem projektu.  
Tudi odzive delimo na kvalitativne in kvantitativne. 
Izbira modela 
Izberemo primeren regresijski model. Razlikujemo med tremi glavnimi tipi polinomskih 
modelov: linearni, interakcijski in kvadratni.  
Če je naš cilj optimizacija, potem imamo na voljo kvadratni model, ki je najbolj 
kompleksen in zahteva tudi največ eksperimentov. Po številu zahtevanih eksperimentov 
mu sledita interakcijski model, nato pa še linearni model. Pri rešetanju izberemo linearni in 
interakcijski model, v primeru testiranja robustnosti pa izberemo linearni model.  
Priprava načrta 
Naslednji korak je priprava primernega eksperimentalnega načrta. Program MODDE 
pretehta število faktorjev, njihove nivoje in lastnosti. Prouči eksperimentalni cilj in 
predlaga načrt, ki bi bil dober za rešitev problema. Poznamo več različnih načrtov: 
faktorski načrt, delni faktorski načrt in sestavljene načrte. Prva dva se uporabljata pri 
rešetanju in podpirata linearni ter interakcijski model. Ta dva načrta imata dva nivoja za 
vsak faktor in na voljo še centralne eksperimente. Sestavljeni načrti se uporabljajo pri 
optimizaciji in podpirajo kvadratni model. 
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Če imamo več kvalitativnih faktorjev, ki imajo več nivojev, uporabljamo »D-optimal 
načrt«, ki s pomočjo računalniškega programa iz skupine vseh možnih eksperimentov 
izbere najboljše. Skupina vseh možnih eksperimentov je nabor teoretično možnih in 
praktično izvedljivih eksperimentov. 
Priprava delovnega lista 
Zadnja stopnja je priprava delovnega lista. Gre za tabelo, ki vsebuje izbrani 
eksperimentalni načrt. 
Izvedba eksperimentov 
Sledi izvedba eksperimentov. 
Analiza faktorskega načrta 
Dobimo model, ki spremembe faktorjev povezuje s spremembami v odzivih. Pove nam, 
kateri faktorji so pomembni ter kako faktorji in njihove interakcije vplivajo na odzive.  
Analiza faktorskega načrta je sestavljena iz treh glavnih korakov: vrednotenje surovih 
podatkov, regresijska analiza in interpretacija modela, uporaba regresijskega modela.(17) 
1.7. TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE 
LOČLJIVOSTI (HPLC) (18) 
Pri kromatografiji ločujemo različne spojine v vzorcu, zatem pa sledi zaznava spojin na 
detektorju ter zapis signala na osebnem računalniku. Spojine v vzorcu se ločujejo zaradi 
fizikalnih in kemijskih lastnosti.  
Na začetku sistema imamo visokotlačno črpalko, ki črpa mobilno fazo čez kolono. Kolona 
je navadno iz nerjavečega jekla in napolnjena z zelo majhnimi okroglimi delci stacionarne 
faze. Mobilna faza ne sme reagirati s stacionarno fazo. Preko injektorja vzorec vbrizgamo 
na kolono, vzorec pa potem potuje po koloni do detektorja. Spojine se tekom kolone 
porazdeljujejo med mobilno in stacionarno fazo, na koncu pa se ločeno izločijo iz kolone. 
Ločitveni postopki, ki potekajo v koloni so: adsorpcija, porazdelitev ter ločitev na osnovi 
velikosti molekul. 
Rezultat kromatografije je kromatogram, sestavljen iz kromatografskih vrhov. 
Koncentracijo določene spojine izračunamo iz površine pod krivuljo kromatografskega 
vrha. 
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Gre za relativno metodo, saj koncentracije vzorca ne merimo neposredno, ampak preko 
merjenja druge fizikalne količine. Za ta namen s pomočjo standardnih raztopin z znano 
koncentracijo pripravimo umeritveno premico, katere presečišče z ordinatno osjo mora biti 
čim bližje 0. Da ovrednotimo linearnost umeritvene krivulje, z metodo najmanjših 
kvadratov določimo enačbo regresijske premice. Poleg tega določamo še korelacijski 
koeficient, ki mora biti večji ali enak 0,98. Bližje kot je vrednosti 1, bolj je krivulja 
linearna. 
Koncentracija merjenega vzorca mora biti nato v območju merjenja koncentracij 
standardnih raztopin, koncentracijo vzorcev pa določmo z interpolacijo. 
Enačba premice:  
𝑦 = 𝑘𝑥 + 𝑛 
[Enačba 4] 
k = naklon premice 
n = odsek na y-osi 
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2. NAMEN DELA 
Namen dela je ovrednotenje metode pretočne celice za sproščanje težko topne učinkovine 
iz farmacevtske oblike s takojšnjim sproščanjem, ki bo v našem primeru tableta z modelno 
zdravilno učinkovino. Za ta namen se bomo lotili statističnega pristopa pri načrtovanju 
eksperimentov. Uporabili bomo računalniški program MODDE. 
Ugotoviti želimo, kako različni faktorji in interakcije med njimi vplivajo na sproščanje 
slabo topne modelne učinkovine. Faktorji, ki jih bomo spreminjali so: pretok, velikost 
celice in medij za raztapljanje. Testirali bomo dva različna vzorca. 
Eksperimente bomo izvajali na sistemu za raztapljanje s pretočnimi celicami, Aparatu 4 po 
Evropski in Ameriški farmakopeji. Pri vsakem eksperimentu bomo testirali tudi ustreznost 
pretoka skozi celice. Vzorce bomo analizirali s HPLC metodo. Na koncu bomo rezultate 
obdelali ter vnesli v program MODDE. Program bo analiziral rezultate in izdelal model, ki 
ga bomo ovrednotili in interpretirali. Sledila bo še uporaba modela.   
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. VZORCI 
 Vzorec 1, tablete s takojšnjim sproščanjem (odmerek 50 mg) (T1) 
 Vzorec 2, tablete s takojšnjim sproščanjem (odmerek 50 mg) (T2) 
Vzorca sta vsebovala enako količino slabo topne modelne zdravilne učinkovine (Na-sol). 
Masa tabletnega jedra je bila pri obeh vzorcih enaka. Med seboj sta se razlikovala po 
vsebnosti pomožnih snovi. Vzorec 1 je vseboval več polnila, vzorec 2 pa več veziva. 
Obloga je bila pri obeh tabletah enako sestavljena in je imela enako maso.  
3.1.2. STANDARD 
 Delovni standard, 99,8 % čistost 
3.1.3. KEMIKALIJE 
 Demineralizirana voda 
 Natrijev dihidrogen fosfat (NaH2PO4), ≥ 99 %, Sigma Aldrich 
 Natrijev lavril sulfat (NaLS), ≥ 99 %, Merck 
 Titrisol® Concentrates: Raztopina Natrijevega hidroksida za pripravo 1 M 
natrijevega hidroksida (1 M NaOH), Merck 
 Metanol (MeOH), J. T. Baker 
 Natrijev klorid (NaCl), ≥ 99,5 %, Merck 
 Titrisol® Concentrates: Klorovodikova kislina za pripravo 1 M klorovodikove 
kisline  
(1 M HCl), Merck 
 Acetatni pufer pH 4,5 DILUT-ITTM: koncentrat za medij za raztapljanje, J. T. Baker 
 Kalijev fosfatni pufer pH 6,8 DILUT-ITTM: koncentrat za medij za raztapljanje, J. 
T. Baker 
 Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4), ≥ 99,5 %, Merck 
 Acetonitril, ≥ 99,9 %, Merck  
 Pufri za umerjanje pH metra, Merck KgaA Darmstadt Germany:  
 puferna raztopina s pH 2,00 (20°C), 
 puferna raztopina s pH 4,00 (20°C), 
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 puferna raztopina s pH 6,00 (20°C), 
 puferna raztopina s pH 7,00 (20°C), 
 puferna raztopina s pH 10,00 (20°C). 
3.1.4 MEDIJI 
Spodaj so našteti mediji, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu. Priprava je 
opisana v nadaljevanju. 
 0,02 M natrijev fosfatni pufer pH 6,8 z 0,5 % NaLS 
 Simuliran želodčni sok 
 Acetatni pufer pH 4,5 
 Kalijev fosfatni pufer pH 6,8 
 Demineralizirana voda 
 Mobilna faza - HPLC 
3.1.5. APARATURE 
 USP Aparat 4: Pretočne celice, Sotax CE 7smart aparat za raztapljanje; Sotax AG 
 Sedemkanalna batna črpalka, Sotax CP 7-35; Sotax AG 
 Avtomatski vzorčevalnik, Sotax C615 in stojalo za epruvete; Sotax AG 
 Aparat za preklop medijev za raztapljanje; Sotax AG 
 Osebni računalnik s programom Winsotax 
 HPLC in UV detektor Waters ter računalniški program Empower 3; Milford MA, 
USA  
 Tehtnice; Mettler Toledo 
 Elektronske pipete 
 Termometri 
 Aparat za odzračevanje medija; Erweka, Calewa 
 Ultrazvočna kopel 
 Vodna kopel za stresanje 
 pH meter 
 magnetno mešalo 
3.1.6. OSTALI LABORATORIJSKI PRIPOMOČKI 
 Filter - Whatman glass microfiber filters GF/F (0,7 µm) 
 Filter - Whatman glass microfiber filters GF/D (2,7 µm) 
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 Filter - LLG syringe filters PVDF 0,45 µm 
 Laboratorijska steklovina 
 Plastične brizge različnih volumnov 
3.1.7. PROGRAM MODDE 
 Program MODDE, različica 11.0.1, Umetrics 
3.2. METODE 
3.2.1. PRIPRAVA MEDIJEV  
 0,02 M natrijev fosfatni pufer pH 6,8 z 0,5 % NaLS: v 1000 mL bučko smo dali 
900 mL vode. Nato smo zatehtali 2,4 g NaH2PO4 in ga raztopili v bučki z vodo. pH 
raztopine smo umerili na 6,8 +/- 0,05 z 1 M NaOH, nato pa dopolnili z 
demineralizirano vodo do oznake. Na koncu smo natehtali še 5,0 g NaLS in ga 
raztopili v pripravljeni raztopini. 
  Simuliran želodčni sok pH 1,2: v 5000 mL merilno bučo smo nalili 4500 mL 
demineralizirane vode, nato smo zatehtali 10,0 g NaCl in ga raztopili v buči z vodo. 
Nato smo dodali 400 mL 1 M HCl in dopolnili z vodo do oznake. Pred uporabo 
smo medij razplinili. 
 Acetatni pufer pH 4,5: pripravili smo ga iz koncentrata za medij za raztapljanje 
(Acetatni pufer pH 4,5 DILUT-ITTM). Koncentrat smo kvantitativno prenesli v 1 L 
merilno bučo in dopolnili z demineralizirano vodo do oznake. Vsebino smo 
kvantitativno prenesli v 10 L plastično čašo in dodali 5 L demineralizirane vode ter 
premešali na magnetnem mešalu. Pred uporabo smo medij razplinili. 
 Kalijev fosfatni pufer pH 6,8: pripravili smo ga iz koncentrata za medij za 
raztapljanje (Kalijev fosfatni pufer pH 6,8 DILUT-ITTM). Koncentrat smo 
kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučo in dopolnili z demineralizirano vodo do 
oznake. Vsebino smo kvantitativno prenesli v 10 L plastično čašo in dodali 5 L 
demineralizirane vode ter premešali na magnetnem mešalu. Pred uporabo smo 
medij razplinili. 
 1 M raztopina HCl: pripravili smo jo iz koncentrata Titrisol® Concentrates 
klorovodikove kisline. V 1 L merilno bučo smo nalili malo demineralizirane vode, 
nato pa koncentrat kvantitativno prenesli v merilno bučo in dopolnili z 
demineralizirano vodo do oznake ter premešali. 
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 1 M raztopina NaOH: pripravili smo jo iz koncentrataTitrisol® Concentrates 
raztopine natrijevega hidroksida. V 1 L merilno bučo smo nalili malo 
demineralizirane vode, nato pa koncentrat kvantitativno prenesli v merilno bučo in 
dopolnili z demineralizirano vodo do oznake ter premešali. 
 Demineralizirana voda: pred uporabo smo jo razplinili. 
3.2.2. PRIPRAVA STANDARDNE RAZTOPINE 
Dvakrat smo natančno zatehtali približno 5,5 mg delovnega standarda in ga kvantitativno 
prenesli v dve 100 mL merilni bučki. Najprej smo standard 5 minut raztapljali v 
ultrazvočni kopeli v 5 mL MeOH. Nato smo dodali 45 mL demineralizirane vode in zatem 
še 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. Dopolnili smo do oznake z 0,02 M natrijevim 
fosfatnim pufrom pH 6,8 z 0,5 % SLS. Standardna raztopina je bila stabilna 5 dni, 
uporabljali pa smo jo kot eksterni standard pri kromatografiji. Standardna raztopina mora 
biti analizirana pod enakimi pogoji kot vzorčna raztopina.  
3.2.3. UMERITVENA KRIVULJA IN LINEARNOST ANALIZNE 
METODE  
Umeritvene krivulje smo pripravili za vse medije, ki smo jih kasneje uporabljali za 
testiranje sproščanja. Vsako krivuljo smo pripravili iz šestih raztopin z različnimi 
koncentracijami standarda. 
Najprej smo pripravili osnovno raztopino. Natančno smo natehtali približno 14,0 mg 
delovnega standarda (P = 99,8 %), zatehto smo kvantitativno prenesli v 50 mL merilno 
bučko, dodali 10 mL MeOH in 5 minut raztapljali v ultrazvočni kopeli. Nato smo dodali 20 
mL demineralizirane vode in 10 minut stresali v ultrazvočni kopeli. Na koncu smo 
dopolnili do oznake z demineralizirano vodo. 
Nato smo se lotili priprave raztopin želenih koncentracij v vseh medijih, ki smo jih kasneje 
uporabljali za testiranje sproščanja tako, da smo redčili osnovno raztopino. 
V steklene viale smo odpipetirali določen volumen osnovne raztopine ter nato dodali 
določen volumen medija za raztapljanje. Postopek smo ponovili za vodo, K-fosfatni pufer 
pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5 in simuliran želodčni sok pH 1,2. Volumni osnovne raztopine 
ter volumni dodanega medija so podani v spodnji preglednici. 
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Preglednica II: Volumni osnovne raztopine ter volumni dodanega medija za raztapljanje 
za pripravo redčenih standardnih raztopin. 
Volumen osnovne raztopine (µL) Volumen dodanega medija (µL) 
60  1440 
120 1380 
240 1260 
360 1140 
480 1020 
600 900 
Pri pripravi raztopin ustreznih koncentracij v vodi, simuliranem želodčnem soku pH 1,2 in 
kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8 ni bilo težav. V raztopinah, ki smo jih redčili z acetatnim 
pufrom pH 4,5, je nastala oborina, zato smo pripravili novo osnovno raztopino po zgoraj 
opisanem postopku. Osnovno raztopino smo redčili na enak način kot je opisano zgoraj. 
Kot medij za redčenje smo tokrat uporabili acetatni pufer pH 4,5 in acetonitril v razmerju 
4:1. V raztopinah je spet nastala oborina. Tretjič smo osnovno raztopino pripravili tako, da 
smo natančno zatehtali približno 5,6 mg delovnega standarda. Zatehto smo kvantitativno 
prenesli v 50 mL bučko in dodali 10 mL etanola. Na ultrazvoku smo stresali 5 minut, nato 
dodali 20 mL vode in spet stresali na ultrazvoku še 10 minut. Na koncu smo dopolnili z 
vodo do oznake. 
Osnovno raztopino smo spet redčili. Kot medij za redčenje smo uporabili acetatni pufer pH 
4,5 in 0,02 M natrijev fosfatni pufer pH 6,8 z 0,5 % SLS v razmerju 4:1. 
Volumni osnovne raztopine ter volumni dodanega medija so podani v spodnji preglednici. 
Preglednica III: Volumni osnovne raztopine ter volumni dodanega medija za raztapljanje 
za pripravo redčenih standardnih raztopin. 
Volumen osnovne raztopine (µL) Volumen dodanega medija (µL) 
150  1350 
300 1200 
600 900 
900 600 
1200 300 
1500 0 
Raztopine vseh koncentracij smo dali v analizo na HPLC in iz površin pod krivuljo ter 
znanih koncentracij raztopin izračunali enačbe premic in korelacijski koeficient. 
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3.2.4. DOLOČANJE TOPNOSTI MODELNE UČINKOVINE V 
PRISOTNOSTI VSEH KOMPONENT TABLET  
RAZTAPLJANJE V ČAŠAH 
V 250 mL čaše smo s pipeto odmerili 50 mL vsakega medija za raztapljanje (po 3 
paralelke) in jih vstavili v vodno kopel z možnostjo stresanja. Medij smo v kopeli ogreli na 
37°C, nato pa dodali ustrezno število tablet T1 ali T2 in vključili stresanje na 110 rpm. 
Mešali smo 22 ur. Vzorčenje iz čaš smo izvedli pri 6. in 22. uri. S plastično brizgo smo v 
vsaki časovni točki odvzeli 5 mL vzorca, 3 mL smo zavrgli čez filter PVDF 0,45 µm, 
ostanek filtrata pa zbrali v epruvete. Vse vzorce smo tudi ustrezno redčili z mediji za 
testiranje sproščanja.  
V Preglednici 4 so podani mediji po čašah, število tablet v čašah ter faktor redčenja 
filtrirane raztopine iz čaše. 
Preglednica IV: Določanje topnosti modelne učinkovine v prisotnosti vseh komponent 
tablet. Podani so mediji po čašah, število tablet v čašah ter faktor redčenja filtrirane 
raztopine iz čaše, 3 paraleke za vsak medij ter tri paraleke za T1 in T2. 
Medij (50 mL) Tableta Redčenje 
3 paralelke: acetatni pufer pH 
4,5 
1 tableta T1 20X 
3 paralelke: acetatni pufer pH 
4,5 
1 tableta T2 20X 
3 paralelke: kalijev fosfatni 
pufer pH 6,8 
1 tableta T1 20X 
3 paralelke: kalijev fosfatni 
pufer pH 6,8 
1 tableta T2 20X 
3 paralelke: simuliran 
želodčni sok pH 1,2 
1 tableta T1 20X 
3 paralelke: simuliran 
želodčni sok pH 1,2 
1 tableta T2 20X 
3 paralelke: voda 5 tablet T1 100X 
3 paralelke: voda 5 tablet T2 100X 
3.2.5. TESTIRANJE SPROŠČANJA NA USP 4 
Sproščanje smo testirali na aparaturi USP 4. Pred začetkom testiranja smo v programu 
MODDE pripravili eksperimentalni načrt, po katerem smo nato izvajali teste raztapljanja. 
Izvedli smo 28 eksperimentov (vsakega s sedmimi ponovitvami). 
V nadaljevanju sta preglednici 5 in 6, ki prikazujeta eksperimentalni načrt. 
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Preglednica V: Izpis iz programa MODDE, eksperimentalni načrt; faktorji 
Ime Okrajšave Enote Tip Nastavitve 
Pretok Pre mL/min Faktor z več nivoji 4; 8; 16 
Celica Cel / Kvalitativni mala 12 mm; velika 22.6 mm 
Medij Med / Kvalitativni pH 1.2; pH 4.5; pH 6.8; VODA 
Tableta T / Kvalitativni T1; T2 
Preglednica VI: Izpis iz programa MODDE, eksperimentalni načrt, delovni list 
Št. eks. 
Oznaka 
eks. 
Zaporedje 
izvajanja 
Pretok Celica Medij Tableta 
1 N1 21 4 mala 12 mm pH 1.2 T1 
2 N2 3 16 mala 12 mm pH 1.2 T1 
3 N3 1 8 
velika 22.6 
mm 
pH 1.2 T1 
4 N4 13 8 mala 12 mm pH 4.5 T1 
5 N5 14 4 
velika 22.6 
mm 
pH 4.5 T1 
6 N6 9 16 
velika 22.6 
mm 
pH 4.5 T1 
7 N7 28 4 mala 12 mm pH 6.8 T1 
8 N8 12 16 mala 12 mm pH 6.8 T1 
9 N9 17 8 
velika 22.6 
mm 
pH 6.8 T1 
10 N10 7 8 mala 12 mm VODA T1 
11 N11 10 4 
velika 22.6 
mm 
VODA T1 
12 N12 4 16 
velika 22.6 
mm 
VODA T1 
13 N13 27 8 mala 12 mm pH 1.2 T2 
14 N14 15 4 
velika 22.6 
mm 
pH 1.2 T2 
15 N15 11 16 
velika 22.6 
mm 
pH 1.2 T2 
16 N16 5 4 mala 12 mm pH 4.5 T2 
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17 N17 2 16 mala 12 mm pH 4.5 T2 
18 N18 26 8 
velika 22.6 
mm 
pH 4.5 T2 
19 N19 20 8 mala 12 mm pH 6.8 T2 
20 N20 25 4 
velika 22.6 
mm 
pH 6.8 T2 
21 N21 8 16 
velika 22.6 
mm 
pH 6.8 T2 
22 N22 6 4 mala 12 mm VODA T2 
23 N23 23 16 mala 12 mm VODA T2 
24 N24 19 8 
velika 22.6 
mm 
VODA T2 
25 N25 16 8 
velika 22.6 
mm 
VODA T2 
26 N26 24 8 
velika 22.6 
mm 
VODA T2 
27 N27 22 8 
velika 22.6 
mm 
VODA T2 
28 N28 18 8 
velika 22.6 
mm 
VODA T2 
MEDIJI 
Pred začetkom testa raztapljanja smo razplinili ustrezen volumen medija. Volumen medija, 
ki je potreben za test smo izračunali iz podatkov o pretoku skozi vseh sedem celic in 
trajanju preskusa. Dodaten volumen medija se porabi tudi za pretok čez cevke in celice 
pred začetkom testa ter za spiranje po koncu testa. 
PRIPRAVA CELIC 
Pri testiranju raztapljanja smo uporabljali 12 mm in 22,6 mm celice. Za preprečevanje 
iztekanja vsebine iz celice smo na dno celice vstavili stekleno kroglico s premerom 5 mm. 
Da smo v celici dosegli laminarni pretok, smo uporabili steklene kroglice s premerom 1 
mm. V celice smo jih nasuli s pomočjo steklenih meric (mala in velika merica). V 12 mm 
celico smo nasuli dve mali merici kroglic, v 22,6 mm celico pa eno veliko merico kroglic. 
Na kroglice smo položili tableto.  
V nastavke za filter smo vstavili dva filtra. Najprej Whatman glass microfiber filters GF/F 
(2,7 µm), nato pa še Whatman glass microfiber filters GF/D (0,7 µm). Nastavek za filter 
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smo nastavili na celico in vse skupaj vstavili v plašč ter pokrili s pokrovčkom. Tako smo 
pripravili vseh sedem celic. Pri tem smo bili pozorni, da smo v vsako celico dali ustrezno 
tableto. Celice smo na koncu vstavili v stojalo za celice.  
APARATURA ZA RAZTAPLJANJE 
Aparaturo za raztapljanje smo najprej prižgali, da se je voda v kopeli segrela na 37°C. V 
stojalo za epruvete smo razporedili ustrezno število epruvet in stojalo vstavili v avtomatski 
vzorčevalnik.  
Ko je bila kopel segreta na ustrezno temperaturo, smo cevko za črpanje medija vstavili v 
čašo z razplinjenim medijem za raztapljanje. Nato smo na računalniku s programsko 
opremo (program Winsotax) nastavili parametre za test sproščanja in začeli s testom. 
Najprej se je skozi cevke (brez vstavljenih celic) črpal le medij za raztapljanje. Po 
določenem času (avtomatsko vodeno) smo v aparaturo vstavili še stojalo s celicami in test 
raztapljanja se je začel. 
Vsi testi so trajali 90 minut. Časovni intervali za vzorčenje so bili: po 5., 10., 15., 20., 30., 
45., 60., 75. in 90. minuti. 
Spreminjali smo naslednje parametre:  
1. medij za raztapljanje:  
 voda, 
 kalijev fosfatni pufer pH 6,8, 
 acetatni pufer pH 4,5, 
 simuliran želodčni sok pH 1,2; 
2. pretok: 4, 8 in 16 mL/min; 
3. velikost celice: 12 mm in 22,6 mm; 
4. vzorec: T1 in T2. 
VOLUMEN VZORČENJA 
S programom smo pred vsakim testom določili volumen vzorčenja. Upoštevati smo morali 
pretok in časovni interval, da smo dobili maksimalen volumen, ki ga lahko dobimo pri 
določenem pretoku v določenem časovnem intervalu. 
Maksimalen možen pretok skozi celice pri določenih časovnih intervalih in pri določenih 
pretokih je omogočal zbiranje večjega volumna kot je bil volumen vzorčenja. Na aparaturi 
je to prilagojeno tako, da odvečen volumen teče v odpad (enakomerno razporejeno čez cel 
interval). 
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Pri izračunih upoštevamo to tako, da rezultat delimo z ustreznim faktorjem in tako 
preračunamo na situacijo, v kateri bi zbirali celoten volumen, ki priteče iz aparata in v 
njem določali učinkovino. 
Nastavljeni volumni vzorčenja pri različnih pretokih in faktorji za preračun (za deljenje) so 
prikazani v Preglednici 7. 
Preglednica VII: Nastavljeni volumni vzorčenja pri različnih pretokih ter faktorji za 
preračun (za deljenje). 
Nastavljeni volumni vzorčenja pri različnih 
pretokih 
Faktor za deljenje 
Čas 
(min) 
4 mL/min 8 mL/min 
16 
mL/min 
4 mL/min 8 mL/min 
16 
mL/min 
5 20 40 40 / / 0,5 
10 20 40 40 / / 0,5 
15 20 40 40 / / 0,5 
20 20 40 40 / / 0,5 
30 40 40 40 / 0,5 0,25 
45 40 40 40 0,666 0,333 0,1666 
60 40 40 40 0,666 0,333 0,1666 
75 40 40 40 0,666 0,333 0,1666 
90 40 40 40 0,666 0,333 0,1666 
REDČENJE VZORCEV 
Vzorce smo za analizo redčili z medijem, v katerem smo testirali sproščanje, kadar je bilo 
to potrebno. Želeli smo, da je površina pod krivuljo vrhov na HPLC kromatogramu za 
vzorce znotraj intervala umeritvene premice.  
Pri testiranju sproščanja v acetatnem pufru pH 4,5 in simuliranem želodčnem soku 
redčenje ni bilo potrebno, saj so bile koncentracije sproščene učinkovine nizke.  
Pri testiranju sproščanja v kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8 smo pri prvih dveh testih 
desetkrat redčili vzorce, ki smo jih dobili v prvih treh časovnih točkah, a ugotovili, da to ni 
potrebno. Redčili smo s kalijevim fosfatnim pufrom pH 6,8. 
Pri testiranju sproščanja v vodi je bilo redčenje z vodo potrebno pri vseh testih.  
Vse redčitve smo upoštevali tudi pri izračunih odstotka sproščene učinkovine. 
3.2.6. KONTROLA PRETOKA 
Pri vseh testih smo kontrolirali pretok skozi celice. Preverjali smo, če je dejanski pretok 
skozi celice med testom enak nastavljenemu pretoku. Epruvete, ki smo jih uporabljali za 
teste, smo pred začetkom izvajanja testov stehtali in izračunali povprečno maso epruvete, 
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ki smo jo nato uporabljali pri izračunih. Povprečno maso epruvet smo lahko uporabili, saj 
so bile razlike med epruvetami zelo majhne. 
Po koncu vsakega testa smo stehtali polne epruvete in izračunali pretoke čez celice v 
posameznih časovnih intervalih. 
S pomočjo Enačbe 5 smo izračunali pretok. 
ϕ = (𝑚𝑝𝑜𝑙𝑛𝑒 𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑒 − 𝑚𝑝𝑟𝑎𝑧𝑛𝑒 𝑒𝑝𝑟𝑢𝑣𝑒𝑡𝑒) 𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 č𝑎𝑠𝑜𝑣𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙𝑎⁄  
[Enačba 5] 
mpolne epruvete (mg) 
mprazne epruvete (mg) 
dolžina časovnega intervala (min) 
3.2.7. ANALITIKA 
Po vsakem testu raztapljanja smo vzorce ustrezno redčili, če je bilo to potrebno (opisano že 
zgoraj). Za analizo na HPLC smo jih prenesli v steklene viale. Poleg vzorcev smo vedno 
pripravili tudi slepe raztopine (samo medij za sproščanje). Na vsakih pet dni smo pripravili 
svežo standardno raztopino.  
Kromatografski pogoji 
Mobilna faza A: v 1000 mL vode smo dodali 1 mL 85 % H3PO4 
Mobilna faza B: v 1000 mL CH3CN smo dodali 1 mL 85 % H3PO4 
Mobilna faza = mobilna faza A : mobilna faza B = 600 : 400 (V/V) (meša HPLC sistem) 
Kolona: Xbridge C18, 75x4,6 mm, 3,5 µm: 
 reverzno fazna kromatografija: nepolarna stacionarna faza (na silikagel so vezane 
verige C18), polarna mobilna faza, 
 % ogljika = 18 %,  
 dolžina kolone = 75 mm,  
 notranji premer kolone = 4,6 mm,  
 velikost delcev = 3,5 µm. 
Pretok: 1,5 mL/min 
Volumen injiciranja: 50 µL 
Po analizi smo dobili površine pod krivuljami vrhov na HPLC kromatogramu, iz katerih 
smo izračunali celokupne koncentracije sproščene zdravilne učinkovine v časovnem 
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intervalu. Gre za kumulativno določanje, kar pomeni, da h količini sproščene učinkovine v 
določenem časovnem intervalu prištejemo količino, sproščeno do tega časovnega intervala. 
Seštevamo količine in ne koncentracije: trenutno, za določen časovni interval plus vse za 
nazaj (ne samo za prejšnji čas). 
Z Enačbo 6 smo izračunali koncentracijo sproščene učinkovine v časovnem intervalu. 
% 𝑠𝑝𝑟𝑜šč𝑒𝑛𝑒 𝑢č. 𝑣 č𝑎𝑠. 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟.
=
((
𝐴𝑣𝑧 × 𝑚𝑠𝑡 ×  
𝑃𝑠𝑡
100 × 𝑅𝑣𝑧  
𝐴𝑠𝑡 ×  𝑉𝑠𝑡
) × (𝑡𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙 ×  𝜙))
𝐷
× 100 
[Enačba 6] 
Avzorec – površina pod krivuljo za vzorec 
Astandard – površina pod krivuljo za standard 
mstandard – masa standarda (mg) 
Pstandard – čistost standarda (%) 
Vst – volumen standardne raztopine 
Rvzorec– redčitev vzorca 
𝑡𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑣𝑎𝑙 − časovni interval (min) 
𝜙 − 𝑝𝑟𝑒𝑡𝑜𝑘 (𝑚𝐿/𝑚𝑖𝑛) 
D – odmerek učinkovine v vzorcu (mg) 
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4. REZULTATI 
4.1. LINEARNOST ANALIZNE METODE IN UMERITVENE 
KRIVULJE 
Umeritvene premice, določene v medijih: voda, kalijev fosfatni pufer pH 6,8, acetatni 
pufer pH 4,5 in simuliran želodčni sok pH 1,2, so prikazane v Preglednici 8. 
Preglednica VIII: Enačbe premic, korelacijski koeficient in območje koncentracij 
Medij Enačba premice 
Pearsonov 
korelacijski 
koeficient (r) 
Območje 
koncentracij 
(µg/mL) 
Voda A = 15708+36010c 0,9998 11,2 – 111,8 
Kalijev fosfatni pufer 
pH 6,8 
A = 11056+36105c 0,9999 11,2 – 111,8 
Acetatni pufer pH 4,5 
(+ fosfatni pufer) * 
A = -292900+37586c 0,9978 11,2 – 111,8 
Simuliran želodčni 
sok pH 1,2 
A = 59625+34964c 0,9991 11,2 – 111,8  
A = površina pod krivuljo 
c = koncentracija (µg/mL) 
* Za pripravo umeritvene krivulje smo dejansko uporabili acetatni pufer pH 4,5 in 0,02 M 
natrijev fosfatni pufer pH 6,8 z 0,5 % SLS v volumskem razmerju 4:1 
4.2. DOLOČANJE TOPNOSTI UČINKOVINE V PRISOTNOSTI 
VSEH KOMPONENT TABLET  
Preglednica 9 prikazuje rezultate, ki smo jih dobili pri določanju topnosti modelne 
učinkovine v prisotnosti vseh komponent tablet. Topnost v prisotnosti vseh komponent 
tablet smo določali v vseh štirih medijih, ki smo jih uporabljali za testiranje sproščanja. 
Prikazane so koncentracije, določene v posameznem mediju, po določenem času ter 
standardni odklon (SD) in relativni standardni odklon (RSD). 
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Preglednica IX: Določanje topnosti modelne učinkovine v prisotnosti vseh komponent 
tablet. Povprečna koncentracija učinkovine v medijih za testiranje sproščanja po 6 in 22 
urah ter odstotek raztopljene učinkovine. Navedeno je tudi število tablet, ki smo jih 
raztapljali, standardni odklon in relativni standardni odklon. 
4.3. KONTROLA PRETOKA 
V spodnji preglednici je prikazano odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti 
na aparaturi, v odstotkih, za vse teste raztapljanja. Z rdečo je označeno odstopanje, ki je 
večje od predpisanega v farmakopeji. 
  
Povprečna koncentracija raztopljene učinkovine, odstotek raztopljene učinkovine, SD in RSD 
Medij Čas 
Povp. 
T1 
(mg/mL) 
Odstote
k T1 
(%) 
SD T1 
(mg/mL) 
RSD T1 
(%) 
Povp. 
T2 
(mg/mL) 
Odstote
k T2 
(%) 
SD T2 
(mg/mL) 
RSD T2 
(%) 
Voda  
(5 tablet) 
6 h 2,8049 54,217 2,5121 2,8156 2,7039 52,445 2,2814 2,8815 
22 h 2,3771 49,285 2,4337 2,5820 2,4525 48,850 2,1806 2,6944 
Kalijev 
fosfatni 
pufer  
pH 6,8 
(1 tableta) 
6 h 0,0320 3,217 0,0324 0,0321 0,0361 3,603 0,0361 0,0359 
22 h 0,0297 3,003 0,0299 0,0305 0,0348 3,450 0,0346 0,0341 
Acetatni 
pufer  
pH 4,5 
(1 tableta) 
6 h 0,0280 3,023 0,0326 0,0301 0,0314 2,973 0,0293 0,0285 
22 h 0,0281 2,883 0,0282 0,0302 0,0285 2,943 0,0312 0,0286 
Simuliran 
želodčni 
sok  
pH 1,2 
(1 tableta) 
6 h 0,0366 3,690 0,0373 0,0368 0,0362 3,667 0,0373 0,0365 
22 h 0,0352 3,550 0,0357 0,0356 0,0398 3,703 0,0358 0,0355 
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Preglednica X: Odstopanje pretoka za vse teste sproščanja 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N1, pretok 4 mL/min   N2, pretok 16 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 84 79 75 78 81 88 78 5 97 96 94 98 94 98 98 
10 95 100 95 95 95 95 94 10 96 99 95 99 96 97 98 
15 98 93 95 95 94 104 95 15 97 99 97 100 98 98 97 
20 96 95 97 96 97 99 98 20 96 99 98 97 98 99 99 
30 97 98 97 97 98 103 98 30 98 100 99 101 100 101 98 
45 99 98 98 99 101 103 98 45 101 102 102 103 102 100 101 
60 99 99 99 99 100 103 99 60 99 102 101 102 99 100 101 
75 99 100 98 101 103 104 99 75 101 103 100 102 99 101 103 
90 101 99 100 101 100 105 99 90 98 102 100 104 100 103 102 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N3, pretok 8 mL/min   N4, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 77 74 78 78 77 84 76 5 95 96 94 94 95 96 95 
10 96 97 94 95 87 100 95 10 96 98 97 97 97 100 97 
15 96 93 91 99 96 101 95 15 96 97 98 98 97 98 99 
20 97 93 94 98 92 98 92 20 95 98 97 97 96 100 97 
30 97 98 98 97 95 102 98 30 97 100 99 98 98 100 99 
45 98 98 99 98 99 104 99 45 99 101 101 101 98 101 100 
60 99 98 97 97 99 105 96 60 100 102 101 101 101 102 100 
75 97 99 99 98 98 103 98 75 101 102 101 100 101 101 101 
90 98 99 99 98 100 103 97 90 100 101 99 101 98 104 101 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N5, pretok 4 mL/min   N6, pretok 16 mL/min 
čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 91 89 91 90 91 92 91 5 91 90 91 91 90 92 91 
10 95 95 96 97 97 97 99 10 97 96 95 97 96 97 96 
15 97 96 98 97 95 97 98 15 95 95 95 97 96 97 97 
20 97 97 97 96 98 98 99 20 95 96 96 96 97 96 97 
30 99 99 97 99 99 99 100 30 99 98 99 98 97 98 98 
45 96 99 97 98 98 98 99 45 97 99 98 98 98 102 97 
60 100 96 100 97 99 98 100 60 98 99 98 98 98 101 98 
75 100 99 97 98 99 100 90 75 98 98 96 98 97 99 99 
90 99 97 97 98 99 99 90 90 96 98 97 98 99 101 99 
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Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N7, pretok 4 mL/min   N8, pretok 16 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 92 92 91 90 91 94 86 5 89 90 90 89 91 92 91 
10 96 95 98 98 97 97 91 10 96 95 96 98 97 98 95 
15 95 97 95 95 96 97 91 15 95 95 97 99 98 97 98 
20 98 96 96 96 97 98 90 20 95 96 97 97 96 99 98 
30 97 98 98 96 98 98 91 30 98 97 97 98 99 98 97 
45 97 99 96 98 98 100 92 45 98 97 99 96 97 99 98 
60 97 96 98 97 99 101 91 60 98 96 99 98 99 98 97 
75 98 97 96 97 99 99 90 75 97 97 97 96 98 98 97 
90 98 98 98 98 99 99 89 90 99 97 97 98 98 100 97 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N9, pretok 8 mL/min   N10, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 76 76 79 77 80 85 77 5 95 95 94 95 94 98 95 
10 95 97 94 98 95 101 97 10 97 100 97 98 98 99 98 
15 92 99 95 97 95 101 98 15 98 99 97 98 97 100 98 
20 95 95 97 96 95 101 96 20 97 100 100 99 98 98 92 
30 95 99 97 97 100 102 98 30 96 98 97 99 97 100 90 
45 96 100 99 98 101 104 101 45 100 102 100 103 100 102 87 
60 98 101 100 99 100 105 100 60 100 102 100 102 101 102 78 
75 98 101 99 100 101 105 99 75 101 104 100 102 100 103 70 
90 99 99 99 101 103 106 101 90 101 104 100 103 99 102 77 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N11, pretok 4ml/min   N12, pretok 16 ml/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 92 91 93 93 92 89 91 5 90 89 90 90 90 93 91 
10 100 96 97 99 100 99 98 10 99 96 99 98 98 100 97 
15 98 97 96 97 99 98 98 15 99 98 98 100 99 99 99 
20 98 96 99 98 100 99 98 20 99 96 95 98 99 100 97 
30 98 99 99 99 100 100 99 30 100 99 98 99 99 100 102 
45 98 98 99 98 99 100 98 45 98 99 97 100 99 99 100 
60 99 98 98 100 99 102 99 60 99 98 98 100 99 99 99 
75 99 97 98 99 99 100 99 75 101 98 100 97 100 100 100 
90 100 99 99 100 101 102 100 90 100 100 99 100 101 100 98 
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Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N13, pretok 8 mL/min   N14, pretok 4 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 78 80 82 80 71 92 82 5 96 97 95 98 94 98 99 
10 95 95 95 95 95 102 95 10 97 99 99 98 98 100 100 
15 99 95 96 99 95 100 95 15 96 98 99 99 99 99 96 
20 94 95 95 97 96 100 95 20 96 100 98 99 98 99 99 
30 98 98 96 100 93 102 97 30 99 99 98 99 100 99 98 
45 100 100 98 99 95 105 99 45 100 102 100 102 102 103 101 
60 98 100 99 99 96 105 100 60 99 101 101 101 100 103 100 
75 97 99 98 100 95 106 99 75 100 102 100 103 99 101 101 
90 100 100 98 100 96 105 100 90 100 102 101 102 101 102 100 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N15, pretok 16 mL/min   N16, pretok 4 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 91 89 90 90 91 90 91 5 89 91 89 90 92 92 90 
10 98 94 96 96 97 96 98 10 98 95 95 98 98 97 96 
15 99 95 96 97 99 98 97 15 98 96 95 97 96 97 96 
20 97 97 96 96 99 99 97 20 97 95 97 97 96 99 97 
30 96 99 97 98 100 101 98 30 100 97 99 98 98 99 97 
45 100 97 97 97 99 99 98 45 100 97 97 98 100 99 97 
60 97 98 98 98 99 99 98 60 99 95 96 99 98 98 98 
75 99 98 97 98 98 99 98 75 99 99 99 97 100 98 97 
90 99 98 97 98 99 98 98 90 99 98 97 98 99 98 97 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N17, pretok 16 mL/min   N18, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 90 89 89 90 91 91 91 5 78 80 81 79 76 95 80 
10 97 96 98 97 99 98 96 10 95 95 95 98 93 101 92 
15 99 96 97 95 97 98 97 15 99 95 90 97 97 102 95 
20 97 96 98 98 98 98 98 20 95 93 93 93 95 98 96 
30 100 99 98 100 98 101 99 30 98 97 96 97 98 103 97 
45 99 98 99 99 100 98 97 45 99 101 99 99 101 104 99 
60 100 98 99 101 101 99 97 60 100 100 99 99 99 105 100 
75 100 99 99 99 98 100 98 75 99 99 98 99 100 105 98 
90 99 99 97 101 100 99 99 90 99 100 100 98 100 105 97 
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Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N19, pretok 8 mL/min   N20, pretok 4 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 94 96 95 97 95 98 96 5 77 77 79 81 76 87 81 
10 99 98 98 100 99 99 99 10 97 96 95 97 97 97 93 
15 96 97 98 98 98 100 98 15 91 95 95 95 96 99 95 
20 98 99 98 99 0 100 97 20 95 97 93 95 97 101 98 
30 99 101 99 101 100 100 98 30 98 96 98 97 98 101 96 
45 101 101 99 102 100 101 100 45 99 98 99 100 99 104 99 
60 99 101 100 101 99 102 100 60 99 98 97 99 101 106 98 
75 100 101 100 101 101 104 99 75 98 98 100 99 102 103 97 
90 100 103 101 101 101 101 101 90 99 99 99 100 101 104 98 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N21, pretok 16 mL/min   N22, pretok 4 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 94 98 93 94 96 97 95 5 91 89 88 92 92 93 89 
10 98 99 98 98 96 99 96 10 99 96 97 98 97 99 97 
15 97 101 97 98 97 98 98 15 99 97 96 97 98 97 97 
20 98 98 98 98 98 98 96 20 96 95 96 96 98 97 96 
30 97 98 96 98 97 100 96 30 101 98 100 99 99 100 99 
45 101 103 100 101 101 102 99 45 98 97 99 98 97 97 99 
60 102 102 101 102 100 101 100 60 100 99 97 99 97 100 98 
75 102 102 98 103 101 103 101 75 101 98 97 99 100 99 100 
90 101 101 102 101 99 101 99 90 98 100 98 99 99 101 99 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N23, pretok 16 mL/min   N24, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 82 77 75 78 76 87 78 5 97 97 95 96 94 96 95 
10 95 93 96 99 97 103 94 10 97 99 96 100 97 99 97 
15 95 97 96 97 98 100 96 15 97 101 97 98 98 100 98 
20 93 94 95 95 95 101 97 20 97 98 98 97 97 100 97 
30 97 97 96 99 98 103 97 30 98 102 99 97 98 98 98 
45 99 98 98 98 101 104 97 45 101 101 100 102 102 102 100 
60 98 100 100 99 101 106 100 60 101 102 101 102 99 101 102 
75 97 101 99 99 100 104 100 75 99 103 100 102 101 103 101 
90 100 99 99 102 101 105 100 90 101 104 101 103 100 103 102 
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Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N25, pretok 8 mL/min   N26, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 93 89 90 93 93 92 92 5 90 89 89 93 89 91 89 
10 98 98 98 97 98 98 99 10 98 96 100 96 98 99 99 
15 97 97 97 97 97 99 98 15 99 98 98 96 96 99 96 
20 98 96 97 100 97 97 97 20 98 95 96 96 96 96 96 
30 100 100 98 99 99 100 98 30 100 100 99 99 99 99 99 
45 99 98 99 100 99 100 100 45 98 99 98 98 99 100 98 
60 98 97 98 100 98 101 99 60 100 99 100 99 98 98 98 
75 98 98 100 99 97 100 99 75 100 98 100 100 100 99 98 
90 101 99 98 97 101 101 101 90 100 100 98 99 100 99 100 
Odstopanje pretoka skozi celice od nastavljene vrednosti v odstotkih 
  N27, pretok 8 mL/min   N28, pretok 8 mL/min 
Čas 1 2 3 4 5 6 7 Čas 1 2 3 4 5 6 7 
5 77 78 78 80 79 92 74 5 94 95 95 98 97 98 95 
10 95 95 93 95 95 97 92 10 99 99 97 98 98 100 97 
15 95 95 94 95 97 101 93 15 96 99 98 98 97 100 97 
20 95 96 94 93 97 101 99 20 96 100 99 98 98 100 99 
30 99 98 98 98 99 102 97 30 99 100 101 99 99 101 100 
45 99 101 99 98 100 103 98 45 99 101 100 103 101 103 100 
60 99 99 98 98 101 105 98 60 100 101 102 101 101 104 101 
75 100 99 97 100 101 106 99 75 102 103 100 101 102 102 103 
90 99 99 99 101 102 104 99 90 100 102 100 102 101 102 102 
4.4. TESTIRANJE SPROŠČANJA UČINKOVINE NA USP 4 
Sproščanje zdravilne učinkovine smo testirali v štirih različnih medijih (voda, K-fosfatni 
pufer pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5 in simulirani želodčni sok pH 1,2). Uporabljali smo dve 
različni velikosti celic, manjšo s premerom 12 mm in večjo s premerom 22,6 mm, ter 
testirali pri treh različnih pretokih (4 mL/min, 8 mL/min in 16 mL/min). T1 in T2 sta 
oznaki za dva različna vzorca (tablete s takojšnjim sproščanjem), z N pa je označena 
zaporedna številka testa sproščanja.  
V nadaljevanju so predstavljeni rezultati testiranja sproščanja, razdeljeni po medijih, v 
katerih smo testirali sproščanje iz tablet. V preglednicah 11, 13, 15 in 17 so podani pogoji 
testiranja: oznake testov ter kombinacije različnih pogojev pri testiranju sproščanja v vodi, 
kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8, acetatnem pufru pH 4,5 in simuliranem želodčnem soku 
pH 1,2. Preglednice 12, 14, 16 in 18 pa prikazujejo povprečne odstotke sproščene modelne 
učinkovine iz tablet T1 in T2 (X̄) po sedmih ponovitvah (n = 7). Poleg povprečnega 
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odstotka sproščene učinkovine (X̄) so v preglednicah podani tudi standardni odkloni (SD), 
relativni standardni odkloni (RSD) ter minimalen (MIN) in maksimalen (MAX) odstotek 
sproščene učinkovine za vsak časovni interval (min). 
4.4.1. MEDIJ ZA SPROŠČANJE: VODA 
Preglednica XI: Pregled testov sproščanja v vodi. Z N… so označene številke testov, za 
vsak test je napisana velikost celice, v kateri je bil izveden, nastavljeni pretok skozi celico 
ter navedena tableta T1 ali T2. 
Test N10 N11 N12 N22 N23 N24 N25 N26 N27 N28 
Velikost 
celice (mm) 
12 22 22 12 12 22 22 22 22 22 
Pretok 
(mL) 
8 4 16 4 16 8 8 8 8 8 
Tableta T1 T1 T1 T2 T2 T2 T2 T2 T2 T2 
Preglednica XII:Rezultati sproščanja, ki smo jih dobili po testih N10, N11, N12, N22, N23, 
N24, N25, N26, N27, N28; povprečni odstotek sproščene učinkovine do določenega časa 
po 7 ponovitvah (X̄), standardni odklon (SD, mg/mL), relativni standardni odklon (RSD, 
%) ter minimalen (MIN) in maksimalen (MAX) odstotek sproščene učinkovine.  
Čas 
(min) 
Test N10 : mala celica 12 mm,  
8 mL/min, T1 
Test N11: velika celica 22,6 mm,  
4 mL/min, T1 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 34,5 3,2 9,4 30 39,7 23,8 6,1 25,7 10,8 29,4 
10 81,5 2,2 2,7 78,6 84,9 55,1 10,6 19,2 31,4 61,8 
15 90,2 1,6 1,7 88,2 92,5 75,3 11,2 14,9 50,2 82,4 
20 90,7 1,6 1,7 88,6 93,1 84,1 8,4 10 65,4 90,2 
30 90,9 1,5 1,7 88,8 93,3 89,7 3,9 4,4 81,7 93,7 
45 91 1,5 1,7 88,9 93,4 91,3 2,3 2,5 88,4 94,2 
60 91 1,5 1,7 88,9 93,4 91,5 2,2 2,5 89 94,3 
75 91 1,5 1,7 88,9 93,4 91,5 2,3 2,5 89,1 94,4 
90 91 1,5 1,7 88,9 93,4 91,6 2,3 2,5 89,2 94,4 
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Čas 
(min) 
Test N12: velika celica 22,6 mm, 16 
mL/min, T1 
Test N22: mala celica 12 mm, 4 mL/min, 
T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 40,6 3,5 8,7 37,5 47,4 15,5 2,5 16,4 12,3 18,6 
10 87,3 2,2 2,5 85,1 90,9 47,1 2,7 5,8 42,9 50,3 
15 95 2,8 2,9 90,6 98,9 70,2 2 2,9 66,5 73,2 
20 95,4 2,8 2,9 91,2 99,4 83,8 1,7 2,1 80,6 86,5 
30 95,5 2,8 2,9 91,3 99,5 88,8 0,8 0,9 87,5 89,9 
45 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 89 0,8 0,9 87,8 90,2 
60 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 89,1 0,8 0,9 87,9 90,3 
75 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 89,1 0,7 0,8 88 90,3 
90 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 89,1 0,7 0,8 88 90,3 
Čas 
(min) 
Test N23: mala celica 12 mm, 16 
mL/min, T2 
Test N24: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 42,5 2 4,6 39,8 45,6 18 2,4 13,4 13,6 19,8 
10 87,1 1,9 2,2 83,6 89,8 53 3,8 7,1 45,5 55,5 
15 91,1 1,3 1,4 89,5 93,1 75,7 3,4 4,5 68,8 78,4 
20 91,2 1,3 1,4 89,6 93,2 85,6 1,9 2,2 81,8 87,6 
30 91,2 1,3 1,4 89,6 93,3 89,2 0,5 0,6 88,4 90 
45 91,2 1,3 1,4 89,6 93,3 89,4 0,6 0,6 88,6 90,2 
60 91,2 1,3 1,4 89,6 93,3 89,5 0,5 0,6 88,7 90,2 
75 91,2 1,3 1,4 89,6 93,3 89,5 0,5 0,6 88,7 90,2 
90 91,2 1,3 1,4 89,6 93,3 89,5 0,5 0,6 88,7 90,2 
Čas 
(min) 
Test N25: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T2 
Test N26: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 18,7 2,5 13,2 15,3 21,5 20,7 2,4 11,6 18 23,7 
10 53,6 2,8 5,2 49,1 56,9 56,2 2,5 4,4 52,6 59,2 
15 77,4 2,3 3 74,2 80,3 80,6 1,6 2 78,3 83 
20 87,9 1,3 1,4 86,1 89,3 90,6 0,5 0,6 90,1 91,6 
30 91,5 0,8 0,8 90,2 92,5 93,6 0,8 0,9 92,4 94,6 
45 91,8 0,8 0,9 90,4 92,7 93,8 0,9 0,9 92,5 94,9 
60 91,8 0,8 0,8 90,6 92,7 93,9 0,9 0,9 92,6 95 
75 91,9 0,8 0,8 90,6 92,8 93,9 0,9 0,9 92,6 95 
90 91,9 0,8 0,8 90,6 92,8 93,9 0,9 0,9 92,6 95 
 
  
35 
 
Čas 
(min) 
Test N27: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T2 
Test N28: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 17,7 2,1 12 14,8 21,9 19,29 1,31 6,78 17,9 21,1 
10 51,3 2,7 5,2 46,1 54,7 52,59 2,17 4,12 49,9 55,9 
15 73,4 3,5 4,8 66,2 76,4 77,26 1,95 2,53 74,6 79,8 
20 83,5 2,5 3 79,6 86,7 88,86 1,38 1,55 86,2 90,5 
30 87,1 1,5 1,7 84,1 89 92,86 0,9 0,97 91,3 93,8 
45 87,3 1,5 1,7 84,4 89,1 93,07 0,9 0,97 91,6 94 
60 87,4 1,4 1,6 84,5 89,2 93,16 0,91 0,98 91,7 94,1 
75 87,4 1,4 1,6 84,5 89,2 93,17 0,93 1 91,7 94,2 
90 87,4 1,4 1,6 84,5 89,2 93,17 0,93 1 91,7 94,2 
4.4.2. MEDIJ ZA SPROŠČANJE: KALIJEV FOSFATNI PUFER pH 6,8 
Preglednica XIII: Pregled testov sproščanja v kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8. Z N... so 
označene številke testov, za vsak test je napisana velikost celice, v kateri je bil izveden, 
nastavljeni pretok skozi celico ter navedena tableta T1 ali T2. 
Test N7 N8 N9 N19 N20 N21 
Velikost 
celice (mm) 
12 12 22 12 22 22 
Pretok 
(mL) 
4 16 8 8 4 16 
Vzorec T1 T1 T1 T2 T2 T2 
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Preglednica XIV: Rezultati sproščanja, ki smo jih dobili po testih N7, N8, N9, N19, N20, 
N21; povprečni odstotek sproščene učinkovine do določenega časa po 7 ponovitvah (X̄), 
standardni odklon (SD, mg/mL), relativni standardni odklon (RSD, %) ter minimalen 
(MIN) in maksimalen (MAX) odstotek sproščene učinkovine.  
Čas 
(min) 
Test N7: mala celica 12 mm,  
4 mL/min, T1 
Test N8: mala celica 12 mm,  
16 mL/min, T1 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,8 0,3 33,9 0,5 1,1 4,0 0,5 11,9 3,6 5,0 
10 2,3 0,3 12,0 1,9 2,7 10,2 0,3 2,7 9,8 10,6 
15 3,5 0,3 9,6 3,0 4,0 15,2 0,2 1,6 14,8 15,5 
20 4,8 0,5 10,8 3,8 5,3 20,5 0,2 0,8 20,2 20,7 
30 7,3 1,0 13,1 5,4 8,3 30,2 0,4 1,2 29,4 30,5 
45 11,1 1,8 15,9 7,5 12,8 42,8 0,9 2,1 40,9 43,6 
60 14,8 2,7 18,6 9,2 17,2 53,0 1,3 2,5 50,2 54,2 
75 18,4 3,7 20,0 10,9 21,5 61,3 1,7 2,8 57,7 62,7 
90 21,9 4,6 21,0 12,6 25,7 68,1 1,7 2,5 64,6 69,6 
Čas 
(min) 
Test N9: velika celica 22,6 mm, 8 
mL/min, T1 
Test N19: mala celica 12 mm, 12 
mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 1,9 0,1 3,7 1,8 2,0 1,4 0,1 6,9 1,3 1,5 
10 3,9 0,2 5,3 3,7 4,2 4,1 0,1 3,0 4,0 4,3 
15 5,7 0,4 6,3 5,4 6,3 7,1 0,1 1,9 6,9 7,3 
20 7,4 0,5 7,4 6,9 8,2 10,2 0,2 1,9 9,9 10,4 
30 10,6 0,9 8,7 9,4 11,8 16,7 0,2 1,1 16,4 16,9 
45 15,3 1,6 10,2 13,1 17,0 26,1 0,2 0,9 25,7 26,3 
60 20,1 2,2 10,9 16,6 22,4 34,6 0,3 0,8 34,3 35,1 
75 24,6 2,8 11,5 20,0 27,7 42,4 0,3 0,7 41,9 42,7 
90 29,1 3,6 12,5 23,1 33,3 49,6 0,3 0,7 48,9 49,9 
Čas 
(min) 
Test N20: velika celica 22,6 mm, 4 
mL/min, T2 
Test N21: velika celica 22,6 mm, 16 
mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 1,0 0,1 7,8 0,9 1,1 1,8 0,4 22,3 1,3 2,4 
10 2,2 0,1 4,8 2,0 2,3 6,4 0,4 6,2 5,8 7,0 
15 3,4 0,2 6,0 3,0 3,6 11,3 0,4 3,8 10,8 12,1 
20 4,6 0,3 6,6 4,0 4,9 16,6 0,6 3,7 15,9 17,6 
30 6,8 0,6 8,6 5,8 7,6 27,1 0,9 3,4 25,5 28,5 
45 9,9 1,1 10,9 8,2 11,5 41,6 1,3 3,2 38,8 42,8 
60 12,7 1,5 11,8 10,5 15,1 54,0 1,6 2,9 50,6 55,1 
75 15,4 1,8 11,7 12,9 18,4 63,8 1,9 2,9 59,7 65,3 
90 18,2 2,0 11,2 15,3 21,6 71,0 2,0 2,8 66,8 72,6 
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4.4.3. MEDIJ ZA SPROŠČANJE: ACETATNI PUFER pH 4,5 
Preglednica XV: Pregled testov sproščanja v acetatnem pufru pH 4,5. Z N... so označene 
številke testov. Za vsak test je napisana velikost celice, v kateri je bil izveden, nastavljeni 
pretok skozi celico ter navedena tableta T1 ali T2. 
Test N4 N5 N6 N16 N17 N18 
Velikost 
celice (mm) 
12 22 22 12 12 22 
Pretok 
(mL) 
8 4 16 4 16 8 
Vzorec T1 T1 T1 T2 T2 T2 
Preglednica XVI: Rezultati sproščanja, ki smo jih dobili po testih N4, N5, N6, N16, N17, 
N18; povprečni odstotek sproščene učinkovine do določenega časa po 7 ponovitvah (X̄), 
standardni odklon (SD, mg/Ll), relativni standardni odklon (RSD, %) ter minimalen (MIN) 
in maksimalen (MAX) odstotek sproščene učinkovine. 
Čas 
(min) 
Test N4: mala celica 12 mm,  
8 mL/min, T1 
Test N5: velika celica 22,6 mm,  
4 mL/min, T1 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 1,06 0,29 27,77 0,80 1,70 1,01 0,07 6,80 0,90 1,10 
10 3,60 0,56 15,55 2,60 4,30 2,26 0,13 5,64 2,10 2,50 
15 6,07 1,18 19,41 3,60 7,10 3,43 0,14 4,03 3,30 3,70 
20 8,69 1,08 12,48 6,70 10,10 4,49 0,16 3,51 4,30 4,80 
30 13,61 1,74 12,76 11,20 16,20 6,30 0,23 3,67 6,00 6,70 
45 21,34 2,84 13,30 16,70 25,10 8,49 0,40 4,69 8,00 9,10 
60 29,56 3,36 11,36 24,40 34,00 10,40 0,54 5,15 9,80 11,20 
75 37,81 3,54 9,37 32,60 42,50 12,16 0,72 5,93 11,40 13,20 
90 45,64 3,55 7,77 40,60 50,30 13,79 0,91 6,63 12,80 15,10 
Čas 
(min) 
Test N6: velika celica 22,6 mm,  
16 mL/min, T1 
Test N16: mala celica 12 mm,  
4 mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,94 0,36 38,17 0,30 1,50 0,69 0,19 27,19 0,30 0,80 
10 3,66 0,50 13,75 2,90 4,30 1,79 0,31 17,54 1,10 2,00 
15 6,66 0,56 8,45 5,60 7,30 2,74 0,38 13,78 1,90 3,00 
20 8,76 1,46 16,62 5,60 9,80 3,59 0,45 12,52 2,70 4,20 
30 13,09 1,64 12,51 9,70 14,60 5,09 0,69 13,60 4,00 6,30 
45 19,21 1,72 8,98 15,70 20,80 7,51 1,15 15,24 5,70 9,50 
60 25,40 2,20 8,67 21,00 27,30 9,64 1,57 16,33 7,10 11,80 
75 30,87 2,49 8,06 25,90 32,80 11,51 1,83 15,87 8,70 13,70 
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90 35,77 2,44 6,83 31,10 38,00 13,16 2,15 16,35 9,90 15,80 
Čas 
(min) 
Test N17: mala celica 12 mm,  
16 mL/min, T2 
Test N18: velika celica 22,6 mm,  
8 mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 2,44 0,34 13,95 2,10 3,10 0,97 0,26 26,39 0,70 1,30 
10 6,73 0,49 7,27 6,20 7,70 3,19 0,46 14,32 2,30 3,70 
15 11,40 0,64 5,64 10,70 12,70 5,20 0,85 16,32 3,50 6,10 
20 16,00 0,86 5,40 15,30 17,90 6,76 1,14 16,83 4,50 7,90 
30 24,61 1,73 7,03 23,00 28,00 9,57 1,60 16,70 6,40 11,10 
45 36,41 3,64 9,99 30,10 40,90 13,20 2,16 16,33 9,00 15,40 
60 44,87 5,63 12,55 34,40 50,20 16,26 2,42 14,88 11,50 18,50 
75 51,59 6,91 13,39 38,50 57,90 18,99 2,42 12,73 14,30 21,00 
90 56,80 7,83 13,78 42,20 63,60 21,44 2,48 11,55 16,70 23,40 
4.4.4. MEDIJ ZA SPROŠČANJE: SIMULIRAN ŽELODČNI SOK pH 1,2 
Preglednica XVII: Pregled testov sproščanja v simuliranem želodčnem soku pH 1,2. Z N... 
so označene številke testov. Za vsak test je napisana velikost celice, v kateri je bil izveden, 
nastavljeni pretok skozi celico ter navedena tableta T1 ali T2. 
Test N1 N2 N3 N13 N14 N15 
Velikost 
celice (mm) 
12 12 22 12 22 22 
Pretok 
(mL) 
4 16 8 8 4 16 
Vzorec T1 T1 T1 T2 T2 T2 
Preglednica XVIII: Rezultati sproščanja, ki smo jih dobili po testih N1, N2, N3, N13, N14, 
N15; povprečni odstotek sproščene učinkovine do določenega časa po 7 ponovitvah (X̄), 
standardni odklon (SD, mg/mL), relativni standardni odklon (RSD, %) ter minimalen 
(MIN) in maksimalen (MAX) odstotek sproščene učinkovine. 
Čas 
(min) 
Test N1: mala celica 12 mm, 4 mL/min, 
T1 
Test N2: mala celica 12 mm,  
16 mL/min, T1 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,5 0,19 41,61 0,20 0,60 0,6 0,14 24,15 0,40 0,80 
10 0,9 0,32 34,83 0,50 1,30 1,3 0,33 24,47 1,00 1,90 
15 1,4 0,48 35,30 0,70 2,00 2,0 0,55 27,80 1,40 3,00 
20 1,7 0,58 33,27 0,90 2,50 2,6 0,85 32,17 1,80 4,30 
30 2,5 0,78 31,29 1,30 3,40 4,0 1,54 38,95 2,40 6,90 
45 3,4 1,02 29,84 1,90 4,50 6,0 2,62 43,31 3,30 10,50 
60 4,3 1,23 28,62 2,50 5,70 8,2 3,60 44,03 4,10 13,50 
39 
 
75 5,1 1,43 27,98 3,00 6,90 10,2 4,34 42,52 4,90 16,90 
90 5,9 1,62 27,74 3,50 8,00 12,3 5,21 42,19 5,70 21,30 
Čas 
(min) 
Test N3: velika celica 22,6 mm,  
8 mL/min, T1 
Test N13: mala celica 12 mm,  
8 mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,4 0,21 46,75 0,20 0,70 0,1 0,00 0,00 0,10 0,10 
10 0,7 0,34 48,11 0,30 1,10 0,2 0,05 21,35 0,20 0,30 
15 0,9 0,41 43,67 0,40 1,40 0,5 0,10 21,35 0,40 0,60 
20 1,2 0,50 43,17 0,50 1,70 0,7 0,14 18,94 0,60 0,90 
30 1,5 0,65 42,68 0,70 2,20 1,2 0,19 15,31 1,00 1,50 
45 2,0 0,82 40,62 1,00 2,90 1,8 0,24 13,24 1,50 2,20 
60 2,5 0,98 39,19 1,30 3,60 2,4 0,29 12,10 2,00 2,80 
75 2,9 1,13 38,89 1,50 4,20 2,8 0,32 11,28 2,40 3,30 
90 3,3 1,29 39,27 1,70 4,80 3,3 0,36 11,12 2,80 3,80 
Čas 
(min) 
Test N14: velika celica 22,6 mm,  
4 mL/min, T2 
Test N15: velika celica 22,6 mm,  
16 mL/min, T2 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,0 0,05 124,7
2 
0,00 0,10 0,1 0,00 0,00 0,10 0,10 
10 0,1 0,05 37,42 0,10 0,20 0,2 0,00 0,00 0,20 0,20 
15 0,2 0,05 22,01 0,20 0,30 0,3 0,00 0,00 0,30 0,30 
20 0,3 0,05 15,59 0,30 0,40 0,4 0,00 0,00 0,40 0,40 
30 0,5 0,05 9,85 0,50 0,60 0,7 0,05 8,13 0,60 0,70 
45 0,8 0,07 8,47 0,70 0,90 1,0 0,08 7,78 0,90 1,10 
60 1,0 0,08 7,35 0,90 1,10 1,3 0,13 9,86 1,10 1,50 
75 1,2 0,08 6,15 1,10 1,30 1,5 0,20 12,93 1,30 1,90 
90 1,4 0,08 5,29 1,30 1,50 1,7 0,23 13,19 1,50 2,20 
4.5. PRIMERJAVA MED T1 IN T2 
Preglednica 19 prikazuje pogoje za primerjalna testiranja, ki smo jih izvedli za primerjavo 
med obema tabletama (T1 in T2). Izbrali smo si že izvedene teste sproščanja iz T1 in pri 
enakih pogojih izvedli še teste sproščanja iz T2 (testi sproščanja iz T2 so označeni s P). 
Preglednica XIX: V preglednici so navedeni pogoji za štiri primerjalne teste 
Test P1 P2 P3 P4 
Medij voda 
K-fosfatni 
pufer pH 6,8 
acetatni pufer 
pH 4,5 
simuliran želodčni 
sok pH 1,2 
Velikost celice 
(mm) 
22,6 12 22,6 12 
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Pretok (mL) 16 16 16 16 
Vzorec T2 T2 T2 T2 
V preglednicah 20, 21, 22, 23, so podani povprečni odstotki sproščene učinkovine iz tablet 
T1 in T2 (X̄) za sedem ponovitev (n = 7). Podani so tudi standardni odkloni (SD, mg/mL) 
in relativni standardi odkloni (RSD, %) ter minimalen (MIN) in maksimalen (MAX) 
odstotek sproščene učinkovine za vsak časovni interval. Rezultati testov N12, N8, N6 in 
N2 so bili predstavljeni že zgoraj, v preglednicah 12, 14, 16 in 18, a jih zaradi lažje 
primerjave s testi P1, P2, P3 in P4 navajamo še enkrat. 
Preglednica XX: Rezultati sproščanja iz T1 in T2 pri enakih pogojih: medij – voda, 
velikost celice – 22, 6 mm, pretok – 16 mL/min; X̄ (povprečni odstotek sproščene 
učinkovine), SD (standardni odklon v mg/mL), RSD (relativni standardni odklon v %), ter 
MIN (minimalen) in MAX (maksimalen) odstotek raztopljene učinkovine do določene 
časovne točke. 
Čas 
(min) 
Test P1 (T2) Test N12 (T1) 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 24,3 1,4 5,7 23,2 26,4 40,6 3,5 8,7 37,5 47,4 
10 58,6 2,1 3,6 55,3 62,1 87,3 2,2 2,5 85,1 90,9 
15 81,1 1,8 2,2 78,1 83,8 95,0 2,8 2,9 90,6 98,9 
20 92,6 1,4 1,5 90,5 94,8 95,4 2,8 2,9 91,2 99,4 
30 94,7 1,4 1,5 93,1 96,5 95,5 2,8 2,9 91,3 99,5 
45 94,8 1,4 1,5 93,2 96,6 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 
60 94,8 1,4 1,5 93,2 96,6 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 
75 94,8 1,4 1,5 93,2 96,6 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 
90 94,8 1,4 1,5 93,2 96,6 95,6 2,8 2,9 91,4 99,6 
Preglednica XXI: Rezultati sproščanja iz T1 in T2 pri enakih pogojih: medij – kalijev 
fosfatni pufer pH 6,8, velikost celice – 12 mm, pretok – 16 mL/min; X̄ (povprečni odstotek 
sproščene učinkovine), SD (standardni odklon v mg/mL), RSD (relativni standardni odklon 
v %), ter MIN (minimalen) in MAX (maksimalen) odstotek raztopljene učinkovine do 
določene časovne točke. 
Čas 
(min) 
Test P2 (T2)  Test N8 (T1) 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 3,0 0,3 8,5 2,7 3,5 4,0 0,5 11,9 3,6 5,0 
10 8,2 0,4 4,6 7,6 8,8 10,2 0,3 2,7 9,8 10,6 
15 13,7 0,4 3,1 13,1 14,5 15,2 0,2 1,6 14,8 15,5 
20 19,4 0,4 2,2 18,8 20,2 20,5 0,2 0,8 20,2 20,7 
30 30,0 0,4 1,4 29,4 30,7 30,2 0,4 1,2 29,4 30,5 
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45 43,7 0,6 1,4 43,1 44,7 42,8 0,9 2,1 40,9 43,6 
60 54,9 1,0 1,8 53,6 56,4 53,0 1,3 2,5 50,2 54,2 
75 64,2 1,2 1,8 62,3 65,6 61,3 1,7 2,8 57,7 62,7 
90 71,6 1,2 1,6 69,5 72,9 68,1 1,7 2,5 64,6 69,6 
Preglednica XXII: Rezultati sproščanja iz T1 in T2 pri enakih pogojih: medij – acetatni 
pufer pH 4,5, velikost celice – 22,6 mm, pretok – 16 mL/min; X̄ (povprečni odstotek 
sproščene učinkovine), SD (standardni odklon v mg/mL), RSD (relativni standardni odklon 
v %), ter MIN (minimalen) in MAX (maksimalen) odstotek raztopljene učinkovine do 
določene časovne točke. 
Čas 
(min) 
Test P3 (T2) Test N6 (T1) 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,8 0,3 37,8 0,5 1,3 0,94 0,36 38,17 0,30 1,50 
10 4,3 0,7 17,4 3,3 5,7 3,66 0,50 13,75 2,90 4,30 
15 7,6 1,1 14,6 6,4 9,8 6,66 0,56 8,45 5,60 7,30 
20 10,8 1,5 13,6 9,4 13,7 8,76 1,46 16,62 5,60 9,80 
30 17,5 2,0 11,5 15,2 21,1 13,09 1,64 12,51 9,70 14,60 
45 25,9 2,4 9,2 22,9 29,8 19,21 1,72 8,98 15,70 20,80 
60 32,1 2,4 7,4 29,4 35,9 25,40 2,20 8,67 21,00 27,30 
75 36,8 2,3 6,3 34,1 40,2 30,87 2,49 8,06 25,90 32,80 
90 40,7 2,3 5,6 37,9 43,9 35,77 2,44 6,83 31,10 38,00 
Preglednica XXIII: Rezultati sproščanja iz T1 in T2 pri enakih pogojih: medij – simuliran 
želodčni sok pH 1,2, velikost celice – 12 mm, pretok 16 mL/min; X̄ (povprečni odstotek 
sproščene učinkovine), SD (standardni odklon v mg/mL), RSD (relativni standardni odklon 
v %), ter MIN (minimalen) in MAX (maksimalen) odstotek raztopljene učinkovine do 
določene časovne točke. 
Čas 
(min) 
Test P4 (T2) Test N2 (T1) 
X̄ SD RSD MIN MAX X̄ SD RSD MIN MAX 
5 0,2 0,1 34,0 0,1 0,2 0,6 0,14 24,15 0,40 0,80 
10 0,5 0,1 23,6 0,4 0,7 1,3 0,33 24,47 1,00 1,90 
15 1,0 0,2 24,0 0,7 1,3 2,0 0,55 27,80 1,40 3,00 
20 1,4 0,3 22,9 1,0 1,9 2,6 0,85 32,17 1,80 4,30 
30 2,5 0,4 16,9 1,8 3,0 4,0 1,54 38,95 2,40 6,90 
45 3,8 0,6 15,0 2,9 4,7 6,0 2,62 43,31 3,30 10,50 
60 4,8 0,8 16,9 3,7 6,3 8,2 3,60 44,03 4,10 13,50 
75 5,8 1,0 17,9 4,5 7,7 10,2 4,34 42,52 4,90 16,90 
90 6,8 1,3 19,1 5,4 9,1 12,3 5,21 42,19 5,70 21,30 
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5. RAZPRAVA 
Z magistrsko nalogo smo želeli ovrednotiti metodo pretočnih celic za sproščanje težko 
topne modelne učinkovine iz farmacevtske oblike s takojšnjim sproščanjem. Pri 
načrtovanju eksperimentov smo uporabili statistični pristop. Za ta namen smo uporabili 
program MODDE. 
Pred začetkom izvajanja testov sproščanja smo morali izbrati analitsko metodo, s katero 
smo kasneje analizirali rezultate. Izbrali smo HPLC (tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti) ter najprej preverili linearnost metode. Nato smo določili topnost modelne 
učinkovine v prisotnosti vseh komponent tablet, zatem pa smo se lotili testiranja sproščanja 
po eksperimentalnem načrtu, ki smo ga dobili z računalniškim programom. Izvedli pa smo 
še nekaj dodatnih testov za primerjavo dveh vrst testiranih tablet, T1 in T2. Ob koncu 
testiranj smo rezultate uredili ter jih vnesli v program MODDE. Program je izdelal model, 
ki smo ga ovrednotili in interpretirali, sledila pa je še uporaba modela. 
5.1. LINEARNOST ANALIZNE METODE 
Uporabili smo že razvito HPLC analitsko metodo. Izdelali smo le umeritveno premico, ki 
smo jo določili s pomočjo šestih točk v vsakem od medijev, ki smo jih uporabljali za 
testiranje sproščanja. S premico smo potrdili, da je razmerje med koncentracijo raztopin in 
površino pod krivuljo na kromatogramu linearno. Potrdili smo tudi ujemanje dnevnih 
standardov z umeritveno krivuljo. 
Parameter, ki vrednoti linearnost umeritvene krivulje, je korelacijski koeficient (r), 
katerega vrednost mora biti večja ali enaka 0,98.(18) Pri vseh medijih za raztapljanje je bil 
r ustrezen, zato smo lahko za koncentracijsko območje od 10 do 110 µg/mL potrdili, da je 
linearno. 
Za pomožne snovi predvidevamo, da po vsej verjetnosti ne vplivajo na rezultate analize ter 
tako na rezultate sproščanja modelne učinkovine. 
5.2. TESTIRANJE SPROŠČANJA  
5.2.1. Kontrola pretoka 
Pretok skozi celice smo nastavili na črpalki za črpanje medija. Med testom raztapljanja je 
dovoljeno odstopanje dejanskega pretoka od nastavljenega za +/- 5 %. (14) 
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Pretok skozi celice smo merili pri vsakem testu sproščanja, saj pri izračunu odstotka 
sproščene učinkovine v določenem časovnem intervalu upoštevamo dejanski pretok skozi 
celice.  
Ugotovili smo, da pride do odstopanja pri prvih časovnih intervalih (do 20. minute). Celice 
in cevke, ki vodijo od celic do zbiralnika, so namreč pred začetkom testa prazne in se 
morajo najprej napolniti z medijem, zato je v prvih časovnih intervalih volumen medija, ki 
pride do zbiralnika, manjši od pričakovanega. Dejanski pretok smo izračunali tako, da smo 
stehtali polno epruveto in odšteli povprečno maso praznih epruvet ter delili z dolžino 
časovnega intervala. Izračunan pretok je bil zato manjši od predpisanega. 
Večje odstopanje od predpisanega smo dobili še v nekaterih drugih, naključnih časovnih 
točkah pri različnih testih. Gre za naključne laboratorijske napake (razlitje nekaj kapljic 
vzorca, naključno odstopanje pretoka v časovnem intervalu, v enem primeru odstopanje 
pretoka v sedmi celici tekom celotnega testa raztapljanja). Kljub odstopanju smo vse 
rezultate vključili, dejanski pretok pa je bil upoštevan pri izračunu odstotka sproščene 
učinkovine. 
5.2.2. Sproščanje učinkovine 
Testiranje sproščanja učinkovine je potekalo po eksperimentalnem načrtu, po katerem je 
bilo predvidenih 28 preskusov, vsak s sedmimi ponovitvami. Z načrtovanjem 
eksperimentov in eksperimentalnim načrtom, ki smo ga s pomočjo tega dobili, smo 
skrajšali naše delo. S pomočjo računalniškega programa smo namreč dobili nabor 
najboljših eksperimentov za reševanje našega problema. S tem smo skrajšali čas 
raziskovanja ter zmanjšali število eksperimentov, kar pomeni tudi manjše stroške 
raziskovanja. Testirali smo sproščanje iz dveh različnih tablet, T1 in T2, spreminjali 
faktorje: medij za raztapljanje (voda, K-fosfatni pufer pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5, 
simuliran želodčni sok pH 1,2), velikost celice (manjša s premerom 12 mm in večja s 
premerom 22,6 mm) in pretok (4 mL/min, 8 mL/min in 16 mL/min). Izbira ustreznih in 
vitro pogojev (medij in hidrodinamika), ki posnemajo in vivo pogoje v prebavnem traktu, 
je odvisna od lastnosti farmacevtske oblike in načina aplikacije pa tudi od tega, kaj želimo 
s testiranjem ugotoviti. Najprej proučimo lastnosti modelne učinkovine (BCS klasifikacija, 
pKa, stabilnost, topnost v odvisnosti od pH), ki vplivajo na sproščanje modelne učinkovine. 
Nato se osredotočimo na lastnosti farmacevtske oblike (vrsta, pomožne snovi, način 
sproščanja iz farmacevtske oblike, izdelava farmacevtske oblike). Sledi še izbira medijev. 
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Najprej farmacevtsko obliko raztapljamo v vodnih medijih s pH od 1,2 do 6.8. Pri 
učinkovinah, ki so slabo topne v vodnih medijih, dodamo površinsko aktivne snovi. 
Priporočljivo je, da dosežemo čim večji odstotek sproščene učinkovine, saj tako lažje 
zaznamo razlike med farmacevtskimi oblikami ali parametri.(19) 
Vse preskuse smo izvedli ter rezultate obdelali, nato pa pripravili profile sproščanja. Na 
slikah 3, 4, 5, 6 in 7 so profili sproščanja v vodi, kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8, 
acetatnem pufru pH 4,5 in simuliranem želodčnem soku pH 1,2. Rezultati so komentirani v 
diskusiji o modelu. 
 
Slika 3: Profili sproščanja iz T1 in T2 v vodi. V legendi so navedeni pogoji za vsak profil 
sproščanja (medij, tableta, velikost celice ter nastavljen pretok skozi celice). 
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Slika 4: Slika se navezuje na Sliko 3. Prikazane so razlike v odstotkih sproščene učinkovine 
po 5 minutah, saj je na Sliki 3 to slabše vidno. 
 
Slika 5: Profili sproščanja iz T1 in T2 v kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8. V legendi so 
navedeni pogoji za vsak profil sproščanja (medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni 
pretok skozi celice). 
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Slika 6: Profili sproščanja iz T1 in T2 v acetatnem pufru pH 4,5. V legendi so navedeni 
pogoji za vsak profil sproščanja (medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni pretok skozi 
celice). 
 
Slika 7: Profili sproščanja iz T1 in T2 v simuliranem želodčnem soku pH 1,2. V legendi so 
navedeni pogoji za vsak profil sproščanja (medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni 
pretok skozi celice). 
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Delo s programom MODDE 
Rezultate vseh 28 testov (povprečne odstotke sproščene učinkovine, standardne odklone, 
relativne standardne odklone ter minimalne in maksimalne odstotke sproščene učinkovine 
v vseh časovnih točkah) smo vnesli v program MODDE. Računalniški program je izdelal 
model ter analiziral podatke. 
Analiza »surovih« podatkov (»Graf ponovljivosti«) 
Na Sliki 8 je izpis iz programa MODDE, ki grafično prikazuje še neobdelane podatke. Na 
x-osi na grafu imamo zaporedne številke eksperimentov (»Replicate index«), na y-osi pa 
vrednost odziva (odstotek sproščene modelne učinkovine do določenega časa).  
Vsak eksperiment z določeno kombinacijo faktorjev ima svojo točko (zeleni in modri 
krogi), ki prikazuje odstotek sproščene modelne učinkovine. Zelene točke prikazujejo 
odzive eksperimentov brez ponovitev, modre točke pa vse eksperimente, ki so imeli enako 
kombinacijo faktorjev, torej ponovljene eksperimente (N24, N25, N26, N27, N28), 
vsakega s 7 paralelkami. Eksperimenti, ki imajo enako kombinacijo faktorjev, so prikazani 
v istem »stolpcu« (modre točke so na isti navpičnici). Iz slike lahko razberemo, da se 
modre točke skoraj prekrivajo. Iz tega lahko na grobo ocenimo, da smo pri ponovitvah 
dobili primerljive rezultate. Razlika med odzivi eksperimentov z enako kombinacijo 
faktorjev (ponovitvami) mora biti veliko manjša kot razlika med odzivi ostalih 
eksperimentov, da lahko rečemo, da je ponovljivost modela dobra.(17) 
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Slika 8: Izpis iz programa MODDE (»Replicates«), ki prikazuje, kakšna je ponovljivost. Na 
x-osi (»Replicate indeks«) imamo zaporedne številke eksperimentov, na y-osi (»% DISS at 
time«) pa vrednost odziva (odstotek sproščene modelne učinkovine do določenega 
časovnega intervala). Zeleni in modri krogi označujejo % sproščene učinkovine do 
določene časovne točke za eksperimente z določeno kombinacijo faktorjev, modri krogi 
prikazujejo ponovljene eksperimente z enako kombinacijo faktorjev. % sproščanja za 
ponovljene eksperimente (modre točke) so na isti navpičnici.  
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Regresijska analiza (Graf prileganja) 
Glede na to, da smo ugotovili, da je ponovljivost modela dobra, lahko nadaljujemo z 
ostalimi koraki. 
Na Sliki 9 je prikazano vrednotenje modela (17): 
 R2 nam pove, kakšna je kakovost prileganja modela podatkom (zeleni stolpec). 
Vrednost R2  je med 0 in 1. Bližje kot je R2 vrednosti 1, boljši je model. Zahteva za 
R2 je, da  mora biti večji ali enak 0,98. Ko je R2 1, so vse točke na premici. 
 Q2 nam pove napovedno moč modela, vrednosti so od minus neskončno do 1 
(temno moder stolpec). Q2 mora biti večji od 0,5. Če je Q2  večji od 0,9 pomeni, da 
je dobljeni model odličen. 
 Vrednosti R2 in Q2 morata biti visoki. Razlika med njima naj ne bi bila večja od 0,2 
do 0,3.  
 Vrednost za veljavnost modela je prikazana z rumenimi stolpci. Pove nam, ali smo 
na začetku načrtovanja izbrali pravi tip modela. Vrednost za veljavnost modela 
mora biti čim višja, veljaven model nam dajo vrednosti nad 0,25. 
 Ponovljivost modela je prikazana s svetlomodrimi stolpci. Za ponovljivost velja, da 
večja kot je številčna vrednost, manjša je napaka pri ponavljanju v primerjavi z 
variabilnostjo v celem načrtu. Vrednost za ponovljivost ne sme biti manjša od 0,5. 
 Veljavnost modela in ponovljivost modela lahko določimo le, če smo znotraj 
eksperimentalnega načrta izvedli ponovljene eksperimente. 
S slike je razvidno, da se model dobro prilega odzivom (odstotki sproščene modelne 
učinkovine v določenem časovnem intervalu). Vrednosti R2, Q2 so znotraj mej, Q2 je, razen 
v zadnjih dveh časovnih intervalih, večji od 0,9, kar pomeni odličen model. 
Veljavnost modela je ustrezna, saj je vrednost pri vseh odzivih večja od 0,25.  
Ponovljivost modela je zelo dobra pri vseh odzivih. 
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Slika 9: Izpis iz programa MODDE, ki prikazuje vrednotenje modela. Vrednotenje modela 
je podano za odstotke sproščanja za vsako časovno točko (x-os), na y-osi pa imamo 
vrednosti za naslednje parametre: zeleni stolpec prikazuje vrednost R2 (kakovost 
prileganja modela podatkom), temno moder stolpec prikazuje vrednost Q2 (napovedna moč 
modela), rumen stolpec prikazuje vrednost za veljavnost modela, svetlomodri stolpec 
prikazuje ponovljivost modela. Prikazani so še število eksperimentov (N = 28), R2 
(Pearsonov koeficient korelacije), DF (prostostna stopnja). 
Na Sliki 10 je izpis iz programa MODDE, ki prikazuje primerjavo med predvidenimi 
(»predicted)« in eksperimentalno (»observed«) dobljenimi podatki, za vsak časovni 
interval posebej. Kadar je R2 1, so vse točke na premici, model pa se dobro prilega 
podatkom. V vseh časovnih točkah je R2 zelo blizu 1, kar pomeni, da se naš model dobro 
prilega podatkom. 
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Slika 10: Izpis iz programa MODDE, ki prikazuje primerjavo med eksperimentalno 
dobljenimi % sproščene učinkovine (»Observed«) in predvidenimi (»Predicted«) podatki 
za vsak čas posebej. Prikazani so še število eksperimentov (N = 28), R2 (Pearsonov 
koeficient korelacije), DF (prostostna stopnja). 
Vpliv faktorjev na odstotek sproščene učinkovine  
Slike od 11 do 19 so izpisi iz programa MODDE in prikazujejo regresijske koeficiente, ki 
so že umerjeni in centralizirani (ta funkcija je vključena v program in jo izvrši program), za 
vsak časovni interval posebej. Na vsakem stolpcu na grafu je prikazan 95 % interval 
zaupanja. Velikost intervala zaupanja je odvisna od kakovosti eksperimentalnega načrta, 
ustreznosti regresijskega modela (ustrezen je model z nizko RSD) in zadostnega števila 
eksperimentov. Če interval zaupanja vključuje 0, pomeni, da faktor oziroma kombinacija 
faktorjev ne vpliva pomembno na odstotek sproščanja modelne učinkovine. Višji kot je 
stolpec, večji je vpliv faktorja na odziv. Če je stolpec nad x-osjo, pomeni, da ima na 
odstotek sproščene učinkovine pozitiven vpliv (uporaba določenega medija, določene 
velikosti celice in farmacevtske oblike oziroma večanje pretoka vplivajo tako, da je 
odstotek sproščene modelne učinkovine v določenem časovnem intervalu večji), stolpec 
pod x-osjo pa pomeni negativen vpliv (uporaba določenega medija, določene velikosti 
celice in farmacevtske oblike vplivajo tako, da je odstotek sproščene modelne učinkovine v 
določenem časovnem intervalu manjši) na odstotek sproščene modelne učinkovine. 
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Slika 11: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 5 minutah (% Diss at 5 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
 
Slika 12: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 10minutah (% Diss at 10 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 5 in 10 minutah imajo na odstotek sproščene modelne učinkovine pozitiven vpliv: voda 
kot medij za raztapljanje, povečevanje pretoka, interakcija med povečevanjem pretoka ter 
medijem vodo, interakcija med uporabo manjše, 12 mm celice in medijem vodo ter 
interakcija med medijem voda in obliko T1. Negativno na odstotek sproščene modelne 
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učinkovine vplivajo mediji simuliran želodčni sok pH 1,2, acetatni pufer pH 4,5 in 
simuliran želodčni sok pH 6,8. Negativen vpliv ima tudi interakcija povečevanje pretoka 
ter medij simuliran želodčni sok pH 1,2, interakcija med veliko 22,6 mm celico ter 
medijem vodo ter interakcija med medijem vodo ter obliko T2. 
 
Slika 13: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 15 minutah (% Diss at 15 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
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Slika 14: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 20 minutah (% Diss at 20 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
 
Slika 15: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 30 minutah (% Diss at 30 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 15, 20 in 30 minutah na odstotek sproščene učinkovine pozitivno vpliva testiranje 
sproščanja v vodi ter povečevanje pretoka, negativno pa testiranje sproščanja v 
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simuliranem želodčnem soku pH 1,2, acetatnem pufru pH 4,5 in kalijevem fosfatnem pufru 
pH 6,8. 
 
Slika 16: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 45 minutah (% Diss at 45 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 45 minutah na odstotek raztopljene učinkovine pozitivno vpliva testiranje sproščanja v 
vodi, negativno pa v simuliranem želodčnem soku pH 1,2, acetatnem pufru pH 4,5 in 
kalijevem fosfatnem pufru pH 6,8. Pozitivno vpliva tudi večanje pretoka skozi celice ter 
interakcija večjega pretoka ter kalijevega fosfatnega pufra pH 6,8 kot medija za 
raztapljanje. Negativno vpliva interakcija povečevanja pretoka ter simuliranega želodčnega 
soka kot medija za raztapljanje ter tudi kombinacija povečevanja pretoka ter vode kot 
medija za raztapljanje. 
56 
 
 
Slika 17: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 60 minutah (% Diss at 60 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 60 minutah na odstotek sproščene modelne učinkovine pozitivno vpliva voda kot medij 
za raztapljanje. Simuliran želodčni sok pH 1,2, acetatni pufer pH 4,5 ter kalijev fosfatni 
pufer pH 6,8 pa vplivajo negativno. Pozitiven vpliv ima tudi povečevanje pretoka skozi 
celice, interakcija med povečevanjem pretoka in kalijevim fosfatnim pufrom pH 6,8 kot 
medijem za raztapljanje ter interakcija med povečevanjem pretoka in acetatnim pufrom kot 
medijem za raztapljanje.  
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Slika 18: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 75 minutah (% Diss at 75 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 75 minutah imajo pozitiven vpliv voda kot medij za raztapljanje, povečevanje pretoka 
ter interakcija med pretokom ter uporabo kalijevega fosfata pH 6,8 kot medija za 
raztapljanje. Negativno vplivajo simuliran želodčni sok pH 1,2 ter acetatni pufer pH 4,5 ter 
interakcija med povečevanjem pretoka in simuliranim želodčnim sokom pH 1,2 kot 
medijem za raztapljanje ter interakcija med povečevanjem pretoka ter vodo kot medijem za 
raztapljanje.  
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Slika 19: Izpis iz programa MODDE prikazuje regresijske koeficiente ter interval 
zaupanja. Na y-osi je odstotek raztopljene učinkovine po 90 minutah (% Diss at 90 min 
(Extended)), na x-osi pa so navedeni faktorji in kombinacije faktorjev. 
Po 90 minutah na sproščanje modelne učinkovine pozitivno vpliva testiranje sproščanja v 
vodi, povečevanje pretoka, manjša, 12 mm celica ter interakcija med povečevanjem 
pretoka ter medijem kalijev fosfatni pufer pH 6,8. Negativno vpliva medij simuliran 
želodčni sok pH 1,2 ter medij acetatni pufer pH 4,5 in interakcija med povečevanjem 
pretoka ter simuliranim želodčnim sokom pH 1,2 ter interakcija med povečevanjem 
pretoka in medijem vodo. 
Za lažje razumevanje rezultatov smo naredili dodaten poskus. Tablete smo v čaši 
izpostavili istim medijem kot pri raztapljanju. Število tablet je bilo tako, da smo na koncu 
poskusa dosegli topnost v prisotnosti vseh komponent tablete. Rezultati so pokazali, da je 
bila topnost vseh komponent največja v vodi. Rezultati za vodo zelo odstopajo od 
rezultatov za ostale medije, razlike v topnosti vseh komponent med ostalimi mediji pa so 
zelo majhne.  
Rezultate, ki smo jih dobili pri raztapljanju učinkovine v prisotnosti vseh komponent tablet 
smo primerjali tudi z rezultati, ki smo jih dobili pri sproščanju. Razlika med vodo in 
ostalimi mediji je vidna tudi pri sproščanju (odstotek raztopljene učinkovine v medijih za 
raztapljanje se sklada z določanjem topnosti v prisotnosti vseh komponent tablet). V vodi 
se hitro raztopi skoraj vsa modelna učinkovina, pri ostalih medijih pa se učinkovina 
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sprošča počasi. Najslabše je sproščanje v kislini, torej v simuliranem želodčnem soku pH 
1,2, kjer je izrazito nižje. Razlika med sproščanjem v acetatnem pufru pH 4,5 in kalijevem 
fosfatnem pufru pH 6,8 je manjša. 
Glede na Slike od 11 do 19 ter glede na profile sproščanja (slike od 3 do 7) lahko 
zaključimo, da ima voda kot medij za raztapljanje v vseh časovnih intervalih pozitiven 
vpliv na odstotek sproščene modelne učinkovine. Medij simuliran želodčni sok pH 1,2 ter 
acetatni pufer pH 4,5 pa imata v vseh časovnih intervalih negativen vpliv na sproščanje. 
Kalijev fosfatni pufer pH 6,8, ima v začetnih časovnih intervalih negativen vpliv na 
odstotek sproščene modelne učinkovine, kasneje pa v interakciji s pretokom pozitivno 
vpliva. Pri K-fosfatnem pufru povečanje pretoka pozitivno vpliva zato, ker večji pretok 
pomeni večji dotok svežega medija za raztapljanje ter hitrejše odstranjevanje že raztopljene 
učinkovine. Povečevanje pretoka ima pozitiven vpliv v vseh časovnih intervalih. V 
nekaterih časovnih točkah lahko opazimo pozitiven vpliv manjše, 12 mm celice. Pozitiven 
vpliv manjše celice bi lahko razložili z mehansko občutljivostjo tablete, saj so sile na 
tableto večje v manjši celici. Manjši negativen vpliv lahko razberemo za interakcijo med 
povečevanjem pretoka in medijem simuliran želodčni sok pH 1,2. Povečevanje pretoka bi 
moralo imeti pozitiven vpliv na sproščanje zaradi odstranjevanja modelne učinkovine z 
mesta raztapljanja ter dovajanja svežega medija za raztapljanje še neraztopljene 
učinkovine. Razlog za opaženo bi lahko bil, da je sproščanje v simuliranem želodčnem 
soku pH 1,2 zelo počasno. V posameznem časovnem intervalu se raztopi zelo malo 
učinkovine, zaradi česar pride do nihanj količine raztopljene učinkovine med posameznimi 
intervali. Negativen vpliv razberemo pri kasnejših časovnih intervalih tudi za kombinacijo 
povečevanja pretoka in vode kot medija. Tudi tu prihaja do nihanj, saj je v vodi v zadnjih 
časovnih točkah že vse raztopljeno in povečevanje pretoka ne prinese večje koncentracije 
raztopljene učinkovine v časovnem intervalu, kar program lahko zazna kot negativen vpliv.  
V zadnjih časovnih točkah se zmanjšuje napovedna moč modela. Vrednosti so sicer še v 
okviru predpisanih, a to bi prav tako lahko imelo vpliv na to, da lahko razberemo negativen 
vpliv za zgoraj omenjene kombinacije. 
Uporaba modela 
Program MODDE predvidi rezultate (odstotke sproščene učinkovine za vse časovne 
intervale) za vse kombinacije faktorjev ter njihove intervale zaupanja. Dobili smo 208 
kombinacij (dejansko izvedenih preskusov je bilo 28).  
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S pomočjo predvidenih rezultatov smo izračunali razmerje med odstotki sproščene 
učinkovine iz T1 in odstotki sproščene učinkovine iz T2 za vse pogoje. 
Tu se pokaže velik pomen uporabe statističnega pristopa pri načrtovanju preskusov, saj bi 
za izvajanje 208 testov porabili veliko več časa, vsak preskus pa pomeni tudi večji finančni 
vložek. 
S statističnim pristopom pri načrtovanju preskusov dobimo torej z minimalnim številom 
eksperimentov maksimalno število informacij. 
5.2.3 Primerjava med vzorcem T1 in vzorcem T2 
Poleg 28 preskusov smo izvedli še štiri dodatne preskuse. Izbrali smo si štiri že izvedene 
preskuse sproščanja iz T1 in pri enakih pogojih izvedli še preskuse sproščanja iz T2. Nato 
smo med seboj primerjali profila sproščanja za obe obliki v vsakem mediju. 
Primerjali smo tudi profila sproščanja, ki smo jih dobili iz predvidenih odzivov (v 
programu MODDE).  
Na slikah od 20 do 23 so profili sproščanja iz T1 in iz T2 v vseh štirih medijih (voda, K-
fosfatni pufer pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5 in simulirani želodčni sok pH 1,2). Na slikah 
levo je profil, izdelan iz eksperimentalnih podatkov, na sliki desno pa profil, izdelan iz 
predvidenih odzivov. Pogoji za vsak preskus so navedeni v legendi.  
 
Slika 20: Profila sproščanja v vodi. Levo profil izdelan iz eksperimentalnih podatkov, 
desno pa profil, izdelan iz predvidenih odzivov. V legendi so za vsak profil navedeni medij, 
tableta, velikost celice ter nastavljeni pretok skozi celico. 
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Slika 21: Profila sproščanja v K-fofsatnem pufru pH 6,8. Levo profil izdelan iz 
eksperimentalnih podatkov, desno pa profil izdelan iz predvidenih odzivov. V legendi so za 
vsak profil navedeni medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni pretok skozi celico. 
 
Slika 22: Profila sproščanja v acetatnem pufru pH 4,5. Levo profil izdelan iz 
eksperimentalnih podatkov, desno pa profil izdelan iz predvidenih odzivov. V legendi so za 
vsak profil navedeni medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni pretok skozi celico. 
 
Slika 23: Profila sproščanja v simuliranem želodčnem soku pH 1,2. Levo profil izdelan iz 
eksperimentalnih podatkov, desno pa profil izdelan iz predvidenih odzivov. V legendi so za 
vsak profil navedeni medij, tableta, velikost celice ter nastavljeni pretok skozi celico. 
V Preglednici 24 so razmerja med odstotki sproščene modelne učinkovine iz T1 in T2, za  
eksperimentalne podatke ter tudi izračunane odzive prikazana še številčno.  
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Preglednica XXIV: Razmerje med odstotki sproščene modelne učinkovine iz T1 in T2 v 
določeni časovni točki in pri določenih pogojih, navedenih v tabeli (zgoraj: 
eksperimentalni podatki, spodaj: izračunani podatki). 
Eksperimentalni podatki 
Čas (min) 
Voda, velika 
celica 22,6 mm, 
16 mL/min 
pH 6,8, mala 
celica 12 mm, 
16 mL/min 
pH 4,5, velika 
celica 22,6 mm, 
16 mL/min 
pH 1,2, mala 
celica 12 mm, 
16 mL/min 
5 166,9 132,9 120,0 363,6 
10 148,8 124,7 84,8 258,3 
15 117,2 110,5 87,9 207,5 
20 103,1 105,5 81,3 183,2 
30 100,9 100,4 74,8 161,0 
45 100,9 98,0 74,2 160,8 
60 100,9 96,6 79,1 169,5 
75 100,9 95,4 83,8 175,7 
90 100,9 95,1 87,9 181,9 
Izračunani podatki 
Čas (min) 
Voda, velika 
celica 22,6 mm, 
16 mL/min 
pH 6,8, mala 
celica 12 mm, 
16 mL/min 
pH 4,5, velika 
celica 22,6 mm, 
16 mL/min 
pH 1,2, mala 
celica 12 mm, 
16 mL/min 
5 125,4 78,5 -7,8 37,4 
10 117,9 109,9 50,7 173,5 
15 107,8 108,5 76,3 412,1 
20 102,1 102,3 88,5 280,6 
30 100,4 92,1 89,9 133,2 
45 99,7 87,2 90,5 108,0 
60 99,0 85,8 95,9 110,4 
75 98,8 85,4 101,7 115,9 
90 98,9 85,5 107,9 123,7 
Razmerja med T1 in T2 smo izračunali še za vse ostale predvidene odzive. Predstavljena 
so v Preglednici 1 v Prilogi. 
Posamezna razmerja med T1 in T2 v Preglednici 24 ter Preglednici 1 v prilogi so negativna 
(označeno rdeče), saj je program izračunal negativen odstotek sproščene učinkovine za T1 
ali T2 za določeno kombinacijo faktorjev in določen časovni interval. Največ negativnih 
razmerij smo dobili, kjer je bil medij simuliran želodčni sok pH 1,2.  
Eksperimentalne vrednosti so bile prenizke in zaradi napake meritev (variabilnosti) model 
izračuna negativne vrednosti, ki so za izračun razmerja neuporabne. 
5.2.4 Primerjava z in vivo podatki 
Iz in vivo podatkov vemo, da je cmax, po sproščanju iz T1 za približno 8 % večja kot iz T2. 
Razmerje med odstotki sproščene modelne učinkovine iz T1 in T2 v določenem časovnem 
intervalu naj bi bilo torej približno 108 %. Ugotovili smo, da se glede na eksperimentalne 
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podatke tej vrednosti najbolj približamo s testiranjem sproščanja v vodi ter v K-fosfatnem 
pufru pH 6,8. Po pregledu vseh razmerij (predvideni odzivi) smo ugotovili, da se in vivo 
podatkom najbolj približamo z uporabo manjše celice, s premerom 12 mm ter večjimi 
pretoki, večji kot je pretok, bolj se približamo vrednosti 108 % za primerjavo med T1 in T2 
(pri vseh medijih za testiranje sproščanja). Poleg tega dobimo za vodo boljše rezultate kot 
za ostale medije (bližje 108 %). Med medijem kalijev fosfatni pufer pH 6,8 in acetatni 
pufer pH 4,5 ni velikih razlik (sploh, če je acetatni pufer pH 4,5 v kombinaciji z manjšo 
celico). Za medij simuliran želodčni sok pH 1,2 dobimo rezultate, ki se najbolj razlikujejo 
od in vivo rezultatov. 
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6. SKLEP 
V magistrski nalogi smo skušali ovrednotiti metodo pretočnih celic za sproščanje težko 
topne modelne učinkovine iz farmacevtske oblike s takojšnjim sproščanjem z uporabo 
statističnega pristopa pri načrtovanju eksperimentov. Teste sproščanja smo izvajali pri treh 
različnih pretokih (4 mL/min, 8 mL/min in 16 mL/min), pri dveh velikostih celic (manjša s 
premerom 12 mm in večja s premerom 22,6 mm), v štirih različnih medijih (voda, kalijev 
fosfatni pufer pH 6,8, acetatni pufer pH 4,5 in simuliran želodčni sok pH 1,2), testirali smo 
dve različni tableti s takojšnjim sproščanjem, ki sta imeli različno vsebnost pomožnih 
snovi (T1 in T2). Za načrtovanje eksperimentov smo uporabili statistični pristop pri 
načrtovanju eksperimentov. Za ta namen smo uporabili program MODDE.  
Ves čas smo preverjali tudi, če je pretok skozi celice ustrezen, saj smo dejanski pretok 
upoštevali za izračun odstotka sproščene modelne učinkovine. 
Pretoki so bili tekom testiranj ustrezni, pojavilo se je le odstopanje pretoka v prvih 
časovnih intervalih. Razlog za odstopanje je bil, da so bile celice in cevke, ki vodijo od 
celic do zbiralnika na začetku testa prazne in so se morale najprej napolniti z medijem, zato 
je bil v prvih časovnih intervalih volumen medija, ki je prišel do zbiralnika, manjši od 
pričakovanega, dejanski izračunan pretok pa je bil zato nižji. Poleg tega smo dobili še 
nekaj odstopanj, ki so naključna ali pa posledica laboratorijskih napak. Kljub odstopanjem 
smo vse rezultate upoštevali. 
S programom MODDE smo pripravili eksperimentalni načrt. Načrt je vseboval 28 
eksperimentov, ki smo jih izvedli, rezultate pa obdelali in jih vnesli v program. Program je 
izdelal model in analiziral podatke. Model smo ovrednotili ter interpretirali: 
 Dobili smo zelo dober model, ki se dobro prilega odzivom (odstotkom sproščene 
učinkovine), ima zelo dobro napovedno moč, ustrezno veljavnost ter zelo dobro 
ponovljivost. 
 Največji vpliv na odzive imajo mediji za raztapljanje. Voda kot medij na sproščanje 
modelne učinkovine vpliva pozitivno, ostali mediji pa negativno. Na odzive 
pozitivno vpliva še večanje pretoka ter interakcija med večanjem pretoka in 
medijem kalijev fosfatni pufer pH 6,8. V nekaterih časovnih točkah pozitivno 
vpliva tudi uporaba manjše, 12 mm celice. Negativno vpliva interakcija med 
večanjem pretoka in vodo kot medijem za sproščanje (v zadnjih časovnih točkah) 
ter interakcija med večanjem pretoka in simuliranim želodčnim sokom pH 1,2. 
65 
 
Sledila je uporaba modela. S pomočjo modela smo namreč predvideli odzive za vse 
kombinacije faktorjev (208 odzivov). Tu se je pokazal velik pomen načrtovanja 
eksperimentov, saj bi izvajanje 208 eksperimentov vzelo veliko več časa pa tudi stroški bi 
bili večji. Tako pa na podlagi 28 eksperimentov dobimo model, s pomočjo katerega 
izračunamo predvidene rezultate ter s pomočjo teh ovrednotimo metodo, ki smo jo 
uporabili za testiranje sproščanja. 
Za konec smo še primerjali sproščanje iz T1 in T2. Glede na in vivo podatke naj bi bilo 
sproščanje iz T1 za približno 8 % hitrejše kot sproščanje iz T2. Tem podatkom smo se 
glede na eksperimentalne podatke najbolj približali s testiranjem sproščanja v vodi in K-
fosfatnem pufru pH 6,8. S pomočjo razmerij T1/T2 (izračunani odzivi) smo ugotovili, da 
nam primerljivejše podatke da uporaba manjše celice ter nastavitev večjega pretoka pri 
testiranju sproščanja (pri vseh medijih za testiranje sproščanja), pri medijih pa najbolj 
primerljive rezultate dobimo s testiranjem sproščanja v vodi. 
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PRILOGE K MAGISTRSKI NALOGI 
V Preglednici 1 so podana razmerja med odstotkom sproščene učinkovine iz T1 in T2 za pretoke od 4 do 16 mL/min, za vse medije in obe celici 
(odstotki sproščene učinkovine so bili predvideni s programom MODDE). 
Preglednica 1: Razmerja med odstotkom sproščene učinkovine iz T1 in T2 za pretoke od 4 do 16 mL/min, za vse medije in obe celici (odstotki 
sproščene učinkovine so bili predvideni s programom MODDE). 
  Razmerje T1/T2, mala celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 1.2 
Time 
(min) 
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
5 -19 -32 -59 -200 258 97 65 53 47 43 41 39 37 
10 -26 -76 -192 -708 1121 427 296 242 213 194 183 175 174 
15 -72 -181 -571 3300 634 410 339 303 287 287 296 330 412 
20 -360 -1956 1079 535 394 330 298 280 270 265 266 271 281 
30 -23800 860 460 330 266 227 201 182 168 156 147 140 133 
45 -2815 956 444 305 237 199 174 155 141 130 122 114 108 
60 -2319 887 418 290 231 196 172 155 143 133 124 117 110 
75 -1709 818 388 275 222 191 171 156 145 136 128 122 116 
90 -1422 738 360 260 214 188 170 158 148 141 134 129 124 
  Razmerje T1/T2, velika celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 1.2 
  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
5 472 496 544 600 657 1050 133 400 510 569 606 661 737 
10 58 57 55 50 44 36 25 9 -16 -60 -161 -607 1081 
15 28 48 55 58 58 56 52 46 35 17 -24 -165 1388 
20 93 96 97 98 99 99 101 102 104 104 108 116 186 
30 249 227 208 193 179 165 153 140 126 111 95 75 51 
45 616 432 331 263 219 180 152 126 102 80 58 35 12 
60 -3256 879 418 281 216 175 146 123 104 87 69 51 31 
75 -484 2343 441 269 203 166 142 124 109 94 80 64 44 
 
90 -260 -34900 428 252 193 161 142 127 116 104 92 79 62 
  Razmerje T1/T2, mala celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 4.5 
5 -188 -1775 312 163 117 96 83 75 70 65 63 60 58 
10 825 253 182 154 139 130 123 118 114 111 108 106 103 
15 153 136 127 122 118 115 113 112 110 109 109 108 107 
20 109 108 107 106 106 105 105 105 105 104 104 104 104 
30 113 109 107 105 104 103 102 101 100 100 99 99 98 
45 124 118 113 110 108 106 104 102 101 100 99 98 98 
60 138 130 124 119 116 113 110 108 107 105 104 103 102 
75 150 140 132 127 123 119 116 114 112 110 109 108 106 
90 160 148 139 133 128 125 122 119 117 115 114 112 111 
  Razmerje T1/T2, velika celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 4.5 
5 225 202 183 161 138 116 95 74 56 38 21 5 -8 
10 70 71 71 71 70 70 68 66 64 62 59 55 51 
15 57 64 68 71 73 75 76 76 77 77 77 77 76 
20 65 71 75 78 80 82 84 85 86 87 87 88 88 
30 93 92 92 91 91 91 91 91 90 90 90 90 90 
45 119 110 105 102 99 97 96 94 93 93 92 91 90 
60 156 135 124 117 112 108 105 103 101 99 98 97 96 
75 203 162 143 131 124 118 114 111 109 107 105 103 102 
90 253 188 160 145 135 128 123 119 116 114 111 110 108 
  Razmerje T1/T2, mala celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 6.8 
5 -452 880 281 181 143 121 108 99 92 88 84 81 78 
10 270 320 207 169 150 139 131 125 121 117 114 112 110 
15 179 148 134 127 122 118 116 114 112 111 110 109 109 
20 107 106 105 104 104 103 103 103 103 103 103 102 102 
30 86 88 89 90 90 91 91 91 91 92 92 92 92 
 
45 79 81 82 83 84 85 85 86 86 87 87 87 87 
60 76 78 80 82 83 83 84 84 85 85 85 86 86 
75 75 78 80 81 82 83 83 84 84 85 85 85 85 
90 76 78 80 81 82 83 84 84 85 85 85 85 86 
  Razmerje T1/T2, velika celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, pH 6.8 
5 326 275 234 200 172 148 128 112 98 86 77 68 61 
10 93 90 87 86 84 83 82 81 79 78 76 74 72 
15 63 72 77 80 82 83 84 84 85 85 86 86 86 
20 63 72 77 81 83 85 87 88 89 90 90 91 92 
30 62 69 73 76 78 80 81 82 83 84 85 85 86 
45 56 63 68 71 73 75 76 77 78 79 80 80 81 
60 52 60 65 68 71 73 74 76 77 78 78 79 79 
75 51 59 64 68 70 72 74 75 76 77 78 78 79 
90 52 60 64 68 70 72 74 75 76 77 78 78 79 
  Razmerje T1/T2, mala celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, voda 
5 165 156 150 144 140 136 133 130 127 125 123 121 120 
10 137 134 132 130 128 126 125 123 122 121 120 119 119 
15 115 114 114 113 113 112 112 112 112 111 111 111 111 
20 105 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 104 
30 103 103 103 103 103 103 103 102 102 102 102 102 102 
45 105 105 105 104 104 104 103 103 103 102 102 102 101 
60 107 106 106 105 105 104 104 103 103 102 102 102 101 
75 108 107 106 106 105 105 104 104 103 103 102 102 102 
90 108 108 107 107 106 106 105 104 104 104 103 103 102 
 
  
 
  Razmerje T1/T2, velika celica, pretoki od 4 do 16 mL/min, voda 
5 191 178 168 160 153 148 143 139 135 132 130 127 125 
10 138 135 132 130 128 126 124 123 122 121 120 119 118 
15 111 110 110 110 109 109 109 109 109 108 108 108 108 
20 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102 
30 102 102 102 102 101 101 101 101 101 101 101 101 100 
45 103 103 103 102 102 102 102 101 101 101 100 100 100 
60 104 103 103 103 102 102 101 101 101 100 100 99 99 
75 104 104 103 103 102 102 101 101 101 100 100 99 99 
90 105 104 103 103 103 102 102 101 101 100 100 99 99 
 
